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PCT 

REQUETE 



Le soussignc requien que la presenie demande 
internationale soit iraii^e conformdmenl au Traii6 de 
cooperation en matiere dc brevets. 



Rdscrvi i Tofficc riccpteur 



Demande inlefnationaiPnC T/FR98/0l39( 



au d6p6t international "^uilt KKIO 



Daiedu d6p6t 



IMTITUT NATIONAC OE 01 

Norn de I'oQtH^l^^gptcuc'et jPemantie^yy^OT^Q"^^ P^T* 



Reference du dossier du d^posant ou du mandataire (facultatif) 
(12 caractires au maximum) 



Cadre n- 1 TITRE DE I/INVENTION NOUVEAUX PSEUDODIPEPTIDES ACYLES LEuH MODE DE 
PREPARATION ET LES COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES EN RENFERMANT 


Cadre n-U DEPOSAiNT 


Nom ct adrcsse : (f^om de JamUle suivi du prinom; pour une penonne moraU. designation offtcielle 
complete. Vadresse doit comprenHre le code postal e( le nom du pays,) 

LABORMOIRES QM SA 
Rue du Bois-du-Lan 22 
Case Postale 84 
1217 Meyrin 2/Geneve 
SUISSE 


1 1 Celte personne est aussi 
*— ' invcnteur. 


de t^l^phone 

00.41.22 •783.11.11 


n" dc t^l^Qpteur 

00.41.22.783.11.22 


ti* de t^l^imprimeur 


Nationalite (nom de TEtat) : 

SUISSE 


Domicile (nom de TEtat) : 

SUISSE 


Celte personne est i i musics Euis . j icys !es EtoK d^sicnds sauf | | lesEtats-Unisd'Am^rique | 1 Ics Etats indiqu^s dans 

d^posant pour : 1 1 diisignds 1 V 1 les Eials*Unis d'Am^rique i i sciiiemer.i i J le cadre supplementaire 


Cadre n" in AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE{S)) INVENTEUR(S) 


Nom el adresse : ( Nom de famitle suivi du prenom; pour une personne morale, disignation ojficielle 
complite. Vadresse doit comprendre le code postal et le nom du pays,) 

BAUER Jacques 
1162 Saint-Prex 
SUISSE 


Cette personne est : 

dfiposant seulement 

|X 1 d^posanl el inventeur 

I 1 invcnteur seulement 
(Si cette case est cochie, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality <nom de PEtat) : 

SUISSE 


Domicile (nom de TEtat) : 

SUISSE 


Cctte personne est | — | tousles Etais 1 — l louslesEtaudisigndssauf RTn JesEiais-Umsd'Amfirique r~| les Eiats indioufis dans 
d^posant pour : 1 1 d^ipnds | | IcsEiats-Unisd'Amirique l-^ 1 seulement 1 1 le cadre suopMmentaire 


1 1 D*autres ddposants ou Inventeurs sont indiquis sur une feuille annexe. 


Cadre n* IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 


Uperwnnedontridentitdcstdonndcci;dessous«t/aa^ f— ] mandataire 1 1 reprisentani commun 
du ou des diposants auprfes des autoril£s intcmaiionales comp^lentes, commc : ELI | | ^cpi wcnuuu i^uiiiuiu*. 


Nom ct adresse : (Nom de famille suivi du prinom; pour une personne morale, designation officielle 
complite, L'adresse doit comprendre U code postal et le nom du pays,) 

BURTIN Jeah-Frangois 

CABINET GEETB 

85 rue Anatole France 

92300 LEVALEDIS PERRET 

FRANCE 


n" dc ttfldphone 

01.47.59.06.07 


n' dc tdldcopieur 

01.47.59.06.49 


dc t6t£impnmeur 


1 1 Cocher cette case torsque aucun mandataire ni repr^sentant commun n'est/n*a £t£ d6sign£ et que Tespace ci-des5us est utilis6 
pour indiquer une adresse sp^ciale ^ laqueltc la correspondance doit etre envoy 6e. 



Formulairc PCT/RO/1 01 (premiere feuille) (5 juillcl 1 994; reimpression janvicr 1 995) Voir les notes relatives au formulaire de requite 
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Feuillcn* JQ2.. 



Suite du cadre n- III AUTRES DEPOSANTS OU (AUTRJES) INVENTEURS 


Si cucun des sous-cadres suivants ne sont utilises, la prisente feuille ne doit pas etre incluse da'As la requite. 


Nom et adresse : (f^om de famille suivi du prinom; pour une personne morale^ designation officielle 
compute, U adresse dott comprendre le code postal et le nom du pays.) 

MARTIN Olivier, Richard 

62bis, Avenue Daufrfiine 
45100 ORLEANS 
FRANCE 


Cctte personne est : 

[ 1 d€posant seulcment 

[ X| d^posant et inventeur 

1 { invenlcur seulcment 
(Si cette case est cochie, 
ne pas rempiir la suite.) 


Nationality (nom de TElal) : SUISSE 


Domicile (nom de TEtat) : PRANCE 


Cctte personne est J 1 tousles Eiais 1 — | lous !cs Etais d6stgn€s sauf rjn le$Etats-Unisd'Am€rique | 1 les Etats indiqufe dans 

d^posant pour : l_l dtfsignis 1 1 les Etais-Unis d* Amdriquc | I seulcment 1 1 le cadre supplementaire 


Nom ct adresse : i^om de famille suivi du prinom; pour une personne morale, designation ojpcielle 
compute. Vadresse doit comprendre le code postal et le nom du pays.) 


Cette personne est : 

1 1 d€posant seulcment 

j 1 d^posant et inventcur 

1 1 tnventeur seulement 
(Si cette cdse est cochfe, 
ne pas rempiir la suite.) 


Nalionalite (nom de l*Etat) : 


Domicile (nom de TEtal) : 


Celte personne est (~1 tousles Etats | | tous Ics Etats d6tign&sauf | 1 lesEiats-Unisd*Am^rique I 1 les Etats indiqu^ dans 

ddposant pour : l_j ddsignis | | Ics Etats-Unisd*Am^riquc 1 |sculement l_J le cadre suppleoientaire 


Nom el adresse : i^om dt famille suivi du prinom; pour unt personne morale, disi^nation officielle 
compute, Vcdrtsst dou comprendre le code postal et le nom du pays,) 


Cclle personne est : 

1 1 dyposant seulement 

1 1 d6posant et inventeur 

\ j inventeur seulemwil 
(Si cette case est cochie, 
ne pas rempiir la suite.) 


Nationality (nom de TEtat) : 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cctle personne est | | tous les Etats | 1 tous les Eiau d6sign6s sauf I | lesEtau-Onis d* Am£rique | — | les Etats Indiqufo dans 
dfiposant pour : . 1 l.disignfe. | | les Euts-Uols d'Am6rique | Isculemenl |_| le cadre supptementaire 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prinom; pour une personne morale, disignation offidelle 
compute. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays,) 


Ccitc personne est : 

1 1 d^posant seulement 

1 I d6posant et inventeur 

1 1 inventeur seulement 
(.St cette case est cochie, 
ne pas rempiir la suite,} 


Nationality (nom de TElai) : 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cetie personne est | | tous les Etats | — I tous les Etats d^sign^s sauf I~| les Etats-Untsd'Amdriquc 1 — 1 les Etats indiqufs dans 
d^posant pour : 1_ 1 ddsignds 1 1 les Etats-Unis d'Am^riquc 1 1 seulcment \ 1 le cadre suppldmcntaire 


1 1 D^autrcs d^posants ou invenieurs sont indiqu6s sur une autre feuille annexe. 
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Cadre n* V DESIGNATION D'ETATS 



Les designations suivantcs sonl faites conform^mcnt k la rfegle 4.9.a) (cocker les cases appropriits; une au moins doit I'itre) : 
Brevet regional 

□ AP Brevet ARIPO : GH Ghana. GM Gambic. KE Kenya, LS Lesotho. MW Malawi. SD Soudan. SZ Swaziland. 
UG Ouganda, ZW ffimbabwe el tout autre Etal qui est un Etat contractanl du Protocole de Harare et du PCT 

□ EA Brevet euraslen : AM Arm^nie, AZ Azerbaidjan, BY Belarus. KG Kirghizistan. KZ Kazakhstan, MD R^publique de 
Moldova, RU F^^ration de Russie, TJ Tadjikistan. TM Turkmenistan et tout autre Etat qui est un Etat contractant de 
la Convention sur le brevet eurasien et du PCX 

E3c EP Brevet europ^en : AT Autriche. BE Belgique, CH et LI Suisse et Liechtenstein, DE AUemagr^ DK Danemaik, 
ES Espagne, FI Finlande, FR France, GB Royaume-Uni. GR Grto. BE Iriandc, IT Italic, LU Luxembourg. 
MC Monaco, NL Pays-Bas, PT-portugaL ffi Sufcde eLtout autre Etat qui est un Etat contractant de la Convention sur 
le brevet europ^ et du PCT Cc-^ 

□ OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso. BJ B^nin, CF Rdpublique centrafricaine, CG Congo. CI C6te d*Ivoire, 
CM Cameroun, GA Gabon. GN Guinde, ML Mali. MR Mauritanie. NE Niger. SN S^n€gal. TD Tchad, TG Togo et 
tout autre Etat qui est un Etat mcmbre de TOAPI ct un Etat contractant du PCT (si une autre fonne de protection ou de 
tmitement est souhaitie, le priciser sur la Ugne pointUlie) - - 

Brevet national {si une autre forme de protect ou de traitemens est soiAahie, le predser sur la Ugne poinsilUe) ; 

□ AL Albanic □ LT Lituanie 

Arm^nie □ 

Autriche □ 

Australic □ 

AzerbaTdjan D 

Bosnie-Herz^govine □ 

Barbade 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AM 
AT 
AU 
AZ 
BA 
BB 

BG Bulgarie 

BR BrfsU 

BY Belarus 
CA Canada 

CH et LI Suisse et Liechtenstein 

CN Chine 

CU Cuba 

CZ R£pubUque tchftque 



LU Luxembourg 
LV Lettonie 

MO Republique de Moldova 

MG Madagascar 

MK Ex-R£pubUque yougoslave de Mac&loine . 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

DE Allemagne □ 

DK Danemark D 

EE Estonie □ 

ES Espagne □ 

FI Rnlande □ 

GB Royaume-Uni C3 

GE Gdorgie □ 

GH Ghana □ 

GM Gamble G 

GW Guinte-Bissau □ 

HU Hongric □ 

ED Indon^ie 

IL Israel 

IS Islande 

JP Japon 

KE Kenya... 



□ 
□ 



MN Mongolie 

MW Malawi 

MX Mexique 

NO Norvfege 

NZ Nouvelle-261ande 

PL Pologne 

PT Portugal 

RO Roumanie 

RU F^ration de Russie . . . 

SD Soudan 

S£ Su^ 

SG Singapour 

SI Slovdnic , , . 

SK Slovaquie 

SL Sierra Leone 

TJ Tadjikistan 

TM *I\jrkmdnistan 

TR Turquie 

TT Trinitd-el-Tobago 

UA Ukraine 

UG Ouganda 

US Etats-Unis d'Am^rique . 



KG Kirghizistan □ 



KP Rdpublique populaire d£mocratique de Cor6e 



□ 
□ 



UZ 
VN 
YU 



Ouzb£kistan 
Viet Nam . . 
Yougoslavle 



ZW Zimbabwe 



KR R^publique de Cor€t . 

KZ Kazakhstan 

LC Sainte-Lucie 

LK Sri Lanka 

LR Libdria 

LS Lesotho 



Cases r6serv6es pour la d^g^iation (aux fins d*un brevet national) 
d'Etats qui sont devenus parties au PCT spths la publication de la 
prtente feuille : 

□ 

□ 

□ 



Outre les designations faites d-dessos, le d^posant fait aussi conf rmdment ^ la rfegle 4.9.b) toutes les designations qui seraient 

autoristo en vertu du PCT. sauf la designation de „^ • 

Le d£posant declare que ces d£signanons additionnelles sont faites sous rdserve de confirmation et que toute designation qui n*est 
pas confimiee avam Texpiration d'un d^lai de 15 mois 4 con^ter de la date de priority doit &tre consid£r£e comme retirte par le 
deposant h l*expiration de ce ddlai. (Pour corfirmer une disignaAon^ il faut diposer une declaration contenant la designation en question et 
payer Us taxes de designation etdeconfirmasian. Laconfirmationdoitparvenirdl'office ricepteurdansUdilaide 15 mots') 



Formulaire PCT/RO/101 (deuxifeme feuille) (janvier 1998) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 



P^/FR9 8 / 0 13a 



Fcuilicn" 9A. 




Cadre n° VI 



REVENDICATION DE PRIORITE 



D'autres revendications de priority sont r~l 
indiqudes dans Ic cadre suppl^mentaire I I 



La priori t£ de la ou dcs dcmandes antcricurcs suivantcs est rcvcndiqudc : 



Pays 

{dans lequel ou pour iequfl la 
demande a ite deposee) 



Date dc ddpot 
ijour/mois/annee) 



Demande n** 



Office de d6p6t 
(seulement j'il s'ajgit d'une demande 
rigionaU ou Internationale) 



(I) 



(2) 



(3) 



Cocker la case ci-dessous si la copie certiftee conforme de la demande anterieure doit eire delivree par I 'office qui, aux fins de la prisente demande intemationale, 
est I 'office recepteur { une taxe peut it re extgee) : 

□ L' office recepteur est prie de preparer, et de transmettrc au Bureau international, une copie 
certi fide conforme de la ou des dcmandes anterieures indiquees ci-dessus au(x) point(s) : - . 



Cadre n" V 11 ADMINISTRATION CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de radminlstration charg^e dc ta recherche inlernaUonale (ISA) 

(Siplusieurs administrations chargees de la recherche Internationale sont compitenies pour procederd 
la recherche intemationale, indiquer radministration choisie; le code d deux lettres peut etre tdilisi) : ISA /_ 



Recherche anterieure Remphr st une recherche (intemationale, de type international ou autre) a dejd iti effectuie par radministration ckargie de la 
recherche Internationale ou demandee d cette administration et si cette admmist ration est maintenant priie de fonder la recherche intemationale, dans la mesure 
du possible, sur les risuliatsde cette recherche antineure. Pour permettred' identifier cette recherche ou cette demande de recherche, donnerles renseignements 
demanaes ci-apres pour la demande de brevet pertmente (ou sa traduction) ou pour la demande de recherche : 

D^tX^dour/mois/annie): Numfiro: 



Pays (ou office regional) : 



Cadre n" Vm BORDEREAU 



La prdsente demande intemationale 
comprend le nombre de feuiUes suivant : 



! . requeie 

2. description 

3. revendications 

4. abrfigfi 

5. dessins 

Total 



4 feuilles 
29 feuilles 
8 feuilles 
1 feuilles 
15 feuilles 



57 feuilles 



Le ou les ^Uments coch^s ci-apr^ sont joints k la pr^ente demande intemationale ; 

5. I I feuille de calcul des taxes 



1 pouvoir distinct 



2. I I copie du pouvoir g6ntol 6. Q i{I^*SM?i^lilP21^^ 



□ explication de I'absence 
d'une signature 

□ documcntfs) de priori t6 
(indiquiis) dans le cadre 
nr VI au(x) point(s)): 



des micro-organismes d£pos6s 

7. j I liscagede sequence de nucleotides 
I — I ou d*actdes amin^ (disquette) 

autres €\€m 
(priciser): 



j~| autres 616ments 



La figure n" 



des dessins (le cas 6chfiant) est proposfc pour publication avec Tabr^gi. 



Cadre n» DC SIGNATURE DU DEPOSANT OU DU MANDATAIRE 



A coti de chaque signature, indiquer le nom du signataire et, si cela n *apparaU pas clairement d la lecture de la requite^ d quel titre Vintiressi sigrte. 



BURTIN Jean-Frangois 
CABINET GEFIB 




1 . Date effective de reception des pi&ces suppos^es 
constituer la demande intemationale : 



R€serv6 i T office r6cepteur 



3. Date effective de r^cepuon. rectifi^e en raison de la reception ult£- 
rieure, mais dans les d^lais, de documents ou de dessins compl^tant 
ce qui est suppose constituer la demande internadonale : 



4. Date de reception, dans les d^lais, des corrections 
demand6es s Ion Farticle 1 1 .2) du PCV : 



2. Dessins : 



□ 



non re(us 



5. Administration chargee de la recherche 
intemationale indiqu^e par le d6posant : 



ISA/ 



6. 



□ Transmission de lacopicde recherche diff^r^ 
jusqu*au paiement de la taxe de recherche 



R^ervg au Bureau international 



Date de reception de I'exemplaire 
original park Bureau international : 



rTujairePCT/RO/lOl (demiere feuilie) Q'anvier 1994; reimpression Janvier 1 995) Voir les notes relatives auformulaire de recuete 
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1 

NOUVEAUX PSEUDODIPEPTIDES ACYLES 
LEUR MODE DE PREPARATION ET LES 
COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES EN RENFERMANT 

5 La presente invention se rapporte au domaine de la chimie et plus particulierement 
au domaine de la chimie therapeutique. 

Elle a plus particulierement pour objet des pseudodipeptides derives d'acides 
amines hydroxyles et dont les fonctions amine sont amidifiees par des acides gras. 

^0 

Elle a specifiquement pour objet des pseudodipeptides N-acyles dont au moins un 
groupe hydroxyle est esterifie par un groupement acide sous forme neutre ou 
chargeej repondant a la formule generate 

Z 

15 ! 

X-A-{CH2)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CH2)p-CH-(CH2)q-B-Y (I) 

NHRi NHR2 
dans; laquelle Ri et R2 representent chacun un groupe acyle deriv6 d'un acide 

20 carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insatur6. lineaire ou 
ramifie, non-substitu6 ou portant un ou des substituants hydroxyle. alkyle, alkoxy, 
acyloxy, amino, acylamino. acylthio et (alkyi en Ci - C24) thio 
les descripteurs m. p et q pouvant prendre une valeur variant de 1 a 10 
le descripteur n pouvant prendre une valeur variant de 0 ^ 10 

25 X et Y representent chacun un hydrogene bu un groupe acide sous forme neutre ou 
chargee. avec la limitation que Tun au moins des substituants X et Y represente un 
groupe acide sous forme neutre ou chargee, 

A et B representent chacun, distinctement Tun de Tautre, un atome d'oxygene, de 
soufre ou le groupe imino -NH-, 
30 et dans laquelle Tun des atomes d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre 
remplace par un groupe Z 

Les groupes acides X et Y sont choisis parmi les groupements : 

35 - carboxy [(Ci-C5)alkyl] 

- CH-[(CH2}mC00H] [(CH2)nC00H] avec m = 0a5etn = 0a5 



2 
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- phosphono [(CrC6)alkyl] 

- dihydroxyphosphoryloxy [(Ci-C5)alkyl] 

- dimethoxyphosphpryl 

- dihydroxyphosphoryl 

- hydroxysulfonyl 

- hydroxysulfonyl [(Ci-C5)alkyl] 

- hydoxysulfonyloxy [(Ci-C5)alkyl] 

Le groupe Z remplafant un atome d'hydrogene du pseudodipeptide est constitue 
d'un bras espaceur fonctionnalise et pouvant etre couple, par una liaison covalente 
ou non-covalente. a un antigene de nature proteinique, oligosaccharidique ou 
oIigonucl§otidique, a un glycocx)njugue. ou a un compose portant un pharmacophore 
el susceptible d'etre dive par une reaction de nature chimique, physique, 
biochimique ou physiolbgique. 

Lorsque les substituants X et/ou Y representent un groupe acide sous forme neutre, 
11 s'agit de la forme carboxyllque. sulfonique ou phosphorique libre. Lorsqu'il s'agit 
d'un groupe acide sous forme chargee il s'agit de la forme carboxylique, sulfonique 
ou phosphorique salifiee, notamment par addition d'une base minerale ou organique, 
de preference therapeutiquement compatible. Lorsque les bases ne sont pas 
therapeutiquement compatibles, elles peuvent servir de moyen d'identification. de 
purification ou de dedoublement 

Le meme ^^aisonnement s'applique au cas ou X et/ou Y representent un groupe 
carboxyalkyl. ou alkylenebiscarboxylique, hydroxysulfonyl. hydroxysulfonylalkyi, 
hydroxysulfonyloxyalkyle. phosphonoalkyle, phosphoryloxyaikyl. 

Parmi les bases salifiantes therapeutiquement compatibles on citera notamment les 
bases alcalines comme les hydroxydes de sodium, de potassium, de lithium, les sels 
d'ammonium ; les bases alcalinoterreuses comme les hydroxydes de calcium ou de 
strontium, les sels de magnesium, les sels de metaux ferreux el similaires, les bases 
organiques comme celles derivees diamines primaires. secondaires ou tertiaires 
comme la methylamine, la diethylamine. la monoethanolamine. la diethanolamine, la 



PCT/FR98 / 0 1 39 6 



3 

benzylamine. la N-methylbenzylamine. la veratrylamine, la trimethoxybenzylamine, 
des aminoacides a reaction basique comme la lysine ou romithine ou des sucres 
amines. 

5 Des bases non utilisables therapeutiquement sont par exemple la brucine, la 
strychnine. Tagmatine, rhomarine, la glucosamine, la N-methylglucosamine ou la N- 
methylmorpholine. 

Lorsque m est 6gal a 1 et n est egal a 0, la molecule derive de la serine. Lorsque m 
10 est egal a 2 et n est egal a 0. la molecule derive de Thomoserine. Lorsque m est egal 
a 3 et n est egal a 0. il s'agit d'un derive de la pentahomoserine. Lorsque m est egal 
a 4 et n est egal a 0, il s'agit d'un derive de Thexahomoserine. 

Lorsque p est egal a 3 et q est egal a 1. il peut s'agir d'un derive de la citrulline ou de 
15 romithine ou de Targinine. Lorsque p est egal a 4 et q est egal a 1 , il peut s'agir d'un 
derive de !a homoarginine ou de la lysine 

Parmi les pseudodipeptides objet de rinvention, on retiendra particulierement 
comme composes actuellement preferes : 

20 

• les 1 et/ou 10-dihydrogenophosphate de 3-{3-dodecanoyloxyt6trad§canoylamino) 
9-(3-hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-a2adecane-1 .10-diol et leurs sels. 

• le 1,10-bis(dihydrogenophosphate) de 3-(3-dodecanoyloxyt6tradecanoylamino) 9- 
25 (3-hydfoxyletradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane-1 ,1 0-diol et ses sels. 

• le 1,10-bis(dihydrogenophosphate) de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-a2adecane 1 ,10-dioi et ses sels. 

30 • le 1-dihydrogenophosphate de 3-(3-dodecanoyloxytetradecanoylamino) 9-(3- 
hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-a2adecane-1, 10-diol et ses sels. 



• le 1-dihydrogenophosphate de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1. 10-diol et ses sels. 
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• le 10-dihydrogenophosphate de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-{3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-a2adecane 1,10-diol et ses sels. 

La definition de Ri et R2 englobe des derives acyles a longue chame, identiques ou 
5 differents. ramifies ou en chafne droite, satures ou insatures, pouvant porter un ou 
plusieurs substituants alkyle, amino, acylamino. hydroxyl. alkoxyl. acyloxy, acylthio. 
alkylthio. 

Un exemple de tels substituants est le radical ricinoleyle, 12-hydroxystearoyle, 2- 
1 0 hydroxy-3-methylbutyroyle, 3-hydroxy-2-aminopentanoyle, palmitoleyle, elaidyle. 
eleostearoyle, aracliidoyle, arachidonyle, gadoleyle, behenyle, erucyle, 8- 
methyldecanoyle, 9-methyldecanoyle. docosahexaenoyle ou eicosapentaenoyle. 

Parmi les groupements acyle concernes, I'acide 3-hydroxymyristique et racide 3- 
15 lauryloxymyristique sont parmi les preferes. 

Les composes de formule generale I et notamment les composes mono et bis 
phosphoryles designes sous le nom de code MP et DP, respectivement, se 
distinguent par des proprietes pharmacologiques interessantes, notamment 

20 immunomodulatrices. lis trouvent un interet partlculier dans la therapeutique des 
maladies liees a une deficlence des defenses immunitaires ou a une exageration 
des reponses immunitaires, selon les doses utilisees. lis trouvent egalement une 
utilisation comme vecteur de molecule d 'interet therapeutique apres couplage 
physique ou chimique avec une molecule par I'intermediaire d'un bras espaceur ou 

25 I'un ligand approprie. 

lis peuvent etre utilises par voie orale, parenterale. rectale. topique, percutanee ou 
muqueuse. 

30 La presente invention a egalement pour objet un precede d'obtention des 
pseudodipeptides de formule generate I, qui consiste en ce qu'on bloque les 
fonctions amine en position (q+1) et © d'un acide diamine par des reactifs de 
blocage labiles par acidolyse et hydrogenolyse respectivement, soumet la fonction 
carboxylique restee libre a Taction d'un agent reducteur pour former I'alcool 



correspondant. libere la fonction amine en position (q+1) que Ton acyle a Caide d'un 
derive fonctionnel d'un acide carboxylique de formule R2OH dans laquelle R2 est 
defini comma precedemment. puis libere la fonction amine terminate par 
hydrogenolyse pour obtenir I'amino alcool de formule generate li 

5 

H2N-(CH2)p-CH.(CH2)q-OH (II) 
NHR2 

10 dans laquelle R2 represente un groupe acyle derive d'acide carboxylique ayant de 2 
a 24 atomes de carbone. sature ou non-sature, non-substitue ou portant un ou 
plusieurs substituants definis comme ci-dessus, 
p et q representent un nombre entier variant de 1 a 10 

que Ton condense en presence d'un agent de condensation peptidique dans un 
15 solvant inerte. avec un derive d'un ©-hydroxy, amino ou thio amino acide de formule 
genersile III 

XA-(CH2)m-CH-(CH2)n-COOH (III) 

I 

20 NHRi 

dans laquelle Ri est un groupe acyle derive d'un acide carboxylique ayant de 2 a 24 
atomes de carbone. sature ou non-sature. non-substitue ou portant un ou plusieurs 
substituants definis comme precedemment. 
^fcs m est un nombre entier variant de 1 a 10 
et n est un nombre entier variant de 0 a 10 

et X est un groupe acide defini comme precedemment present eventuellement 
sous forme esterifiee 

pour former le pseudodipeptide de formule generate IV 

30 

XA-(CH2)m-CH-(CH2)n-CONH(CH2)p-CH(CH2)q-OH 

I i (IV) 

NHRi NHR2 

35 dans laquelle les substituants Ri, R2. et les descripteurs m, n, p et q sent definis 
comme precedemment, 

dont on peut -si desire- substituer, alkyler ou acyler ia fonction alcool par un reactif 
approprie en presence d'un agent de coupiage, si necessaire. et soumettre a une 
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hydrogenation catalytique ou a une autre methode de deprotection de fapon a 
obtenir le derive de formule gen^rale I Z 

I 

X-A-(CH2)m-CH-(CH2)nCONH-(CH2)p-CH-(CH2)q-B-Y (I) 

NH NH 

I I 
Ri R2 

dans laquelle A. B et les substituants X, Y, Ri. R2. n. m, p et q ont les significations 
fournies anterieurement, 

et dans laquelle Tun des atomes d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre 
remplace par un bras espaceur fonctionnalise Z 

L'invention concerne aussi un precede d'obtention des phosphopseudodipeptides de 

formule generaie I Z 

I 

X-0-(CH2)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CH2)p-CH-(CH2)q-0-Y (I) 

NHRi NHR2 

dans laquelle Ri et R2 representent chacun un groupe acyle derive d'un acide 
carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, lineaire ou 
ramifie. non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants hydroxyle, alkyle, 
alkoxy. acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (aikyl en Ci - C24) thio 
les descripteurs m. p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 
le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 

dans laquelle X et Y representent chacun un hydrogene ou un groupe 
dihydroxyphosphoryle 

et dans laquelle Tun des atomes d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre 
remplace par un bras espaceur fonctionnalise 

qui consiste en ce qu'on bloque les fonctions amine en position (q+1) et en co d'un 
acide diamine de formule H2N(CH2)pCHNH2(CH2)q.i COOH par des reactifs de 
blocage labiles par acidolyse et hydrogenolyse, respectivement, soumet la fonction 
carboxylique restee llbre a Taction d'un agent reducteur pour former I'alcool 
correspondant. libere la fonction amine en (q+1) que Ton acyle a I'aide d'un derive 
fonctionne! d'un acide carboxylique de formule R2OH dans laquelle R2 est defini 




comme precedemment, puis libere la fonction amine terminale par hydrogenolyse 
pour obtenir I'amino al€X>ol de formule generale II 

H2N-(CH2)p-CH-(CH2)q-OH (11) 

5 I 

NHR2 

dans laquelle R2 represente un groupe acyle derive d'acide carboxylique ayant de 2 
a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature. non substitue ou portant un ou 
1 0 plusieurs substituants definis comme ci-dessus, 

p et q representent un nombre entier variant de 1 a 10 

que Con condense en presence d*un agent de condensation peptidique dans un 
solvant inerte avec un derive d'ca-hydroxy amino acide de formule generale III 

15 XO-(CH2)m-CH-(CH2)n-COOH (III) 

I 

NHRi 

dans laquelle Ri est un groupe acyle derive d'un acide carboxylique ayant de 2 a 24 
20 atomes de carbone, sature ou non-sature. non substitue ou portant un cu plusieurs 
substituants 

m est un nombre entier variant de 1 a 10 
n est un nombre entier variant de 0 a 10 

et X est un radical diaryloxyphosphoryle de formule "(R0)2 P 

25 4^ 

O 

pour fonner le pseudodipeptide de formule generale IV 

(RO)2PO-(CH2)m-CH-(CH2)n-CONH-{CH2)p-CH-(CH2)q-OH (IV) 

30 i I I 

O NHRi NHR2 

dans laquelle les substituants Ri. R2 et les descripteurs m, n, p et q sent definis 
comme precedemment, et R est un radical labile par hydrogenolyse. defini comme 
35 d-dessus dont on peut -si desire- phosphoryler Tautre fonction alcool par un agent 
de phosphorylation en presence d'un agent de couplage, si necessaire, et soumettre 
a une hydrogenation catalytique en deux etapes pour debloquer la fonction alcool 
eventuellement presente sur le groupe acyle R2 et la fonction phosphate puis 
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debloquer par hydrogenolyse la deuxieme fonction phosphate eventuellement 
presents, de fa?on a obtenir le derive de formule generals V 

Z 

_J 

5 (HO)2 P-0-(CH2)m-CH-(CH2)nCONH-(CH2)p-CH-(CH2)q-0-Y 

I I I 

O NH . NH (V) 

I I 
Ri R2 
10 dans laquelle Y represente soit un hydrogene soit un groups phosphono et dans 

laquelle I'un des atomes d*hydrogene du pseudodipeptide peut etre remplace par un 

bras espaceur fonctionnalise 

et si desire, on effectue les etapes supplementaires de salification a I'aide d'une 
base minerale ou organique, et/ou de couplage avec des antigenes de nature 
15 proteinique. oiigosaccharidique ou oligonucieotidique, avec un glycoconjugue ou 
avec un compose portant un pharmacophore, en faisant intervener la fonction portee 
par le bras espaceur. 

La stereochimie des centres porteurs de groupes acylamino est determinee par la 
20 configuration des acides amines de depart et celle des groupes acylamino par la 
configuration des acides gras de depart. On peut partir d'un diamino acide de 
configuration L ou D ou racemique. On peut partir d'un acide amine hydroxyle de 
configuration L, D ou racemique. Tous ces stereoisomeres ou diastereoisomeres 
font partie de Tlnvention. 

25 

Le precede selon Tinvention peut encore etre defini par les modalites d'execution 
suivantes actuellement preferees (Schema de synthese I): 

1. Le blocage de la fonction amine en <o sur la chaTne d'un derive d'ornithine est 
30 effectue par N-benzyloxycarbonylation apres reaction initiate de la fonction acide 
avec un sel de cuivre, en milieu alcalin, reaction de ce carboxylate de cuivre avec 
du chloroformiate de benzyle et liberation de la fonction carboxylique par chelation 
du cuivre en milieu acide, pour obtenir le derive N-benzyloxycarbonyle. selon une 
methode decrite dans « Organic Preparations and Procedures International 23 
35 (1992) 191-194 ». 
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2- Le blocage de la fonction amine en a du carboxyle du derive de I'ornithine est 
effectue par terbutyioxycarbonylation au moyen de pyrocarbonate de terbutyle en 
milieu basique. 

Le pyrocarbonate de terbutyle reagit avec la fonction amine proximate pour former 
5 le derive ©-benzyloxycariDonylamino a-terbutyloxycarbonylamino carboxylique. 

3. La conversion de la fonction carboxylique en fonction alcool primaire est realisee 
en appliquant la methode decrite dans Tetrahedron Letters 32 (1991) 923-926 qui 
consiste en ce que Ton fait reagir le derive carboxylique avec un chloroformiate 

10 d'alkyle, comme le chloroformiate d*isobutyle. pour former un anhydride mixte que 
Ton reduit au moyen d'un borohydrure de metal alcalin ou alcalino-terreux, pour 
conduire au derive correspondant ayant une fonction alcool primaire. 

4. L*eIimination du groupe terbutyloxycarbonyle en a est effectuee par action de . 
1 5 Tacide trifluoroacetique qui conduit a la formation du trifluoroacetate de la fonction 

amine. 

5. Uacylation de la fonction amine en a de la fonction alcool est effectuee au depart 
du sel trifluoroacetique au moyen d*un anhydride mixte prepare a partir de Tacide 

20 Ri COOH et d'un chlorofomiiate d'alkyle. 

6. La liberation de la fonction amine terminate est realisee par hydrogenolyse en 
presence d'un catalyseur a base de metal noble comme le palladium sur charbon. 

25 7, Le couplage peptidique entre le compose amine de formula II et le derive 
phosphoryl6 de formule III est effectue en presence d'un agent de couplage tel 
que la 1-isobutyloxy 2-isobutyloxycarbonyl-1.2-dihydroquinoIeine dans un solvant 
inerte tel qu'un solvant halogene. 

On obtient ainsi un pseudodipeptide de formule generate (V) dont la fonction 
30 hydroxyle eventuellement portee par le groupe acyle Ra, est bloquee. 

8. La liberation de la fonction hydroxyle du groupe acyle R2 intervient par 
hydrogenolyse en presence d'un metal noble comme le palladium sur charbon. 
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9. La liberation du groupe phosphorique X est effectuee par hydrogenation 
catalytique en presence d'oxyde de metal noble comme I'oxyde de platine. 

10. La phosphorylation du derive pseudodipeptique IV est effectuee en deux etapes 
(Helv. Chim. Acta 70 (1987), 175). Dans une premiere etape le compose IV est 
soumis a Taction d'un N, N-dialkyI phosphoramidite de dialkyle ou de diaryle, en 
presence d'un agent de couplage tel que le [1 H]-tetrazole dans un solvant polaire 
tel que le tetrahydrofurane, le phosphite ainsi forme est ensuite oxyde en 
phosphate a I'aide d'un acide peroxycarboxylique aromatique comme par exemple 
Tacide peroxyphthalique, I'acide m-chloroperbenzoYque ou Tacide 
nitroperbenzoTque. La liberation du groupe phosphorique Y est realisee par 
hydrogenation catalytique en presence d'un metal noble comme le palladium sur 
charbon. 

11. La phosphorylation du derive de rhomoserine est effectuee apres bloquage de la 
fonction amine par terbutoxycarbonylation au moyen du pyrocarbonate de 
terbutyle en milieu basique et bloquage de la fonction carboxyle apres formation 
d'un sel de cesium, et benzylation a I'aide d'un halogenure de benzyle dans le 
dim^thylformamide ou le dimethylacetamide, a I'aide d'un halogenure de 
diphenylphosphoryle en presence de pyridine et d'une N. N-dialkylaminopyridine 
(Helv. Ch. Acta 58, (1975), 518). 

12. L'acylation de Tazote du derive d'homoserine s'effectue apres deprotection de la 
fonction amine par I'acide trifluoroacetique pour obtenir le sel trifluoroacetique de 
I'amine, et reaction avec un anhydride mixte resultant de la reaction entre I'acide 
carboxylique Ri OH et un chloroformiate d'alkyle en presence d'une amine 
reactive telle que la N-methylmorpholine; 

L'invention concerne encore les produits intermediaires de formule generate II ou de 
formule generate III, sous forme enantiomeriquement pure ou sous forme 
racemiqiie. 

L'invention concerne encore les compositions pharmaceutiques renfermant a titre de 
principe actif au moins un compose de formule generate I, sous forme neutre ou 
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chargee, en association ou en melange avec un excipient ou un vehicule inerte, non 
toxique. pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention concerne plus particulierement les compositions pharmaceutiques 
5 renfermant a titre de prindpe actif au moins un sel d'un compose de formule 
generate I. avec une base minerale ou organique therapeutiquement compatible. 

L'invention concerne encore les compositions pharmaceutiques a base d'un 
compose de formule generate I, sous forme enantiomeriquement pure ou sous 
10 forme racemique, en association ou en melange avec un excipient ou un vehicule 
pharmaceutique. 

Parmi les formes pharmaceutiques envisagees on pourra citer celles qui conviennent 
pour la voie digestive, parenterale, inhalation, topique, transdermique ou 
15 permuqueuse comme par exemple les comprimes, les dragees. les gelules. les 
solutes ou suspensions Injectables,; aerosols, les gels, les emplatres ou les solutes 
penetrants. 

Les exemples suivants illustrent Tinvention sans toutefois la limiter. lis sont 
20 presentes dans les schemas de synthese I, II et III : 
EXEMPLE I 

O-Diphenvloxvphosphorvlhomoserinate de benzvie 
1. PL * N*" - terbutvloxvcarbonyl homoseiine 

25 2g d'homoserine (16,78 mmol) ont ete dissouts dans 20ml d'eau et on a additionne 
cette solution de 16,78ml de NaOH 1M et de 3,006g de carbonate de cesium (9,23 
mmol). Apres 5 minutes d'agitation. la solution est refroidie dans un bain d'eau et de 
glace. On ajoute alors 60ml de dioxane et du pyrocarbonate de terbutyle. Le 
melange reactionnel a ete maintenu sous agitation dans un bain d'eau glacee 

30 pendant une heure puis a temperature ambiante pendant 5 heures. Le solvant a ete 
ensuite elimine sous vide. Le residu sec a ete employe directement pour I'etape 
suivante. 




2. PL - NMerbutvloxvcarbonvihomoserinate de benzvie 
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Au residu du stade 1, on ajoute 20ml de dimethylformamide pour effectuer 
revaporation a siccite puis on additionne le milieu reactionnel de 60ml de 
dimethylformamide et de 4,5ml de bromure de benzyle (20,13 mmol). II se forme 
alors un pr6cipite blanc. Le melange est maintenu sous agitation pendant 16 heures. 
Le solvant a et§ ensuite chasse sous vide. Le residu a 6te epuise avec 2 fois 20ml 
d'acetate d'ethyle. La phase organique a ete lavee avec de I'eau (20ml) puis avec de 
la saumure (20ml) respectivement. puis sechee sur sulfate de magnesium anhydre. 
Le solvant est evapore et le residu est utilise tel quel pour la prochaine etape. 

3. PL - N° -terbutvloxvcarbonvl-0-diphenvloxvphosphorvlhomos6rinate de benzvie 
Le residu de I'etape precedente a ete seche sous vide pousse puis dissout dans ie 
chlorure de methylene (60ml). On ajoute alors 4,1 1g de 4-dimethylaminopyrldine 
(33,56 mmol) dans la solution, le melange reactionnel a ete agite pendant 10 
minutes, et on ajoute alors 12ml de pyridine et 6,95ml de chlorophosphate de 
diphenyle (33,56 mmol). La solution a ete agitee a temperature ambiante pendant 18 
heures puis lavee avec de I'acide chlorhydrique N (5 X 20ml), de I'eau (30ml) et par 
une solution saline (30ml). La phase organique a ete sechee sur sulfate de 
magnesium anhydre, le solvant a et6 chasse sous vide. Le r6sidu est purifi6 par 
chromatographie flash (hexane/ac§tate d'ethyle = 4 : 1). La fraction principale a ete 
concentree et le residu cristallis§. On obtient ainsi 7,4894g de produit phosphoryle 
soit un rendement de 82,4 %. Point de fusion : 63,5 - 64,0° C. 

4. 0-diphenvloxvphosphorvlhomos6rinate de benzvie 

Le produit phosphoryle de I'etape precedente (7,88g soit 15,4 mmol) a ete dissout 
dans 15ml d'acide trifluoroacetique et la solution a ete maintenue sous agitation a 
temperature ordinaire pendant 2,5 heures. Le solvant a ete alors chasse sous vide 
pouss6, le residu sec a ete purifie par chromatographie flash (MeOH / CH2CI2 = 10 : 
1). La fraction principale a et§ concentree et le residu a ete cristallis§ d temperature 
ordinaire. On obtient ainsi 7.17g de produit phosphoryle (rendement 88.9 %). 

5. 2-(3-dodecanovloxvte tradecanovlaminoM-rdiphenvloxvphosphorvloxvl-butanoate 
de benzyle 

4.284g (10,07mmol) d'acide (R) 3-dodecanoyloxytetradecanoique prepare selon la 
methode decrite dans Bull.Chem.Soc.Jpn, 60 (1987), 2205 ont ete dissous dans 
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30ml de tetrahydrofurane et la solution a ete mise a refroidir jusqu'a dans un 
bain de saumure glacee. On a alors ajoute 1.108ml (10.07mmol) de N- 
methylmorpholine et 1.31ml (10.07 mmol) de chloroformiate d'isobutyle. On a 
poursuivi I'agitation pendant 30 minutes. On a alors ajoute au melange reactionnel 
5 5i724g (10.07mmol) de 0-diphenyloxyphosphorylhbmoserinate de benzyle dans un 
melange de 30ml de tetrahydrofurane et de 5ml de triethylamine. Apres agitation 
pendant une nuit a temperature ambiante. le solvant a ete chasse sous vide et on a 
ajoute 20ml d'eau au residu. Le melange a ete ensuite epuise avec de Tacetate 
d'ethyle (2 x 30ml). Les phases organiques ont ete combinees. lavees 
10 successivemeht avec de I'eau (20ml) et avec de la saumure (20ml) et sechees sur 
sulfate de magnesium. Le solvant a ete evapore et le residu a ete purifie par 
chromatographle flash (hexane - acetate d'ethyle = 2:1, Rf = 0.29) rendement 7.455g 
soit 87.1 % PF = 31.0* - 32.rC. 

15 6. Acide 4-fdiphenvloxvphosphorvfoxy)-2-f3-dodecanovloxvtetradecanovlamino) 
butanotque 

On prepare une solution de I'ester benzyiique obtenu a I'etape 5 (84,9mg soit 
0,1 mmol) dans 20ml d'ethanol dans un ballon a trois tubulures et on y ajoute 40mg 
de noir palladie a 20 % de palladium. On purge le contenu du ballon pour chasser 

20 Tair, sous vide puis le ballon a ete charge avec de I'hydrogene. 

Le melange reactionnel a ete agite a temperature ambiante pendant 3 heures, le 
catalyseur a ete ensuite elimine par filtration et le filtrat a ete concentre pour foumir 
un sirop incolore. Celui-ci etait homogene en chromatographie en couche mince et 
en RMN et a ete utilise directement sans purification supplementaire pour Tetape de 

25 couplage. 

Altemativement. Tadde 4-(diphenyloxyphosphoryloxy)-2-(dodecanoyloxytetra 
decanoylamino) butanoique est prepare a partir de Tacide aspartique D ou L par 
reaction avec de Tanhydride trifluoroacetique en grand exces, formation selective de 
30 Tester benzyiique de la fonction adde proximale, reduction de la fonction 
carboxylique restee libre en alcool primaire par i'intermediaire d'un anhydride mixte, 
phosphorylation de I'alcool primaire. elimination du groupe protecteur de la fonction 
amine, acylation de Tamine avec Tacide (R)-3-dodecanoyloxytetradecanoique, et 
hydrogenolyse de Tester benzyiique (Schema de synthese ill). 
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EXEMPLE II 

Preparation du 5-amino-2-(3-benzvloxvtetradecanovlamino)-pentan-1-ol 

1. Sel de cuivre de la D-ornithine 

5 A une solution de D-ornithine (5,25g soit 30 mmol) dans 30ml de soude 1M, on a 
ajoute 50ml d'une solution de sulfate cuivrique pentahydrate (3.814g soit 15,3 mmol) 
dans de Teaa Lagitation a ete poursuivie pendant 2 heures. On a alors evapore le 
solvant a siccite. On ajoute 60mi de methanol pour former un solide de couleur 
pourpre que Ton separe, lave au dioxane et au methanol respectivement. 

10 

2. 5-(Benzvlo)cvcarbonvlamino)" 2"(aminopentanoate) de cuivre 

Le solide pourpre a ete dissout dans 40ml de soude 1M et 70ml de dioxane, la 
solution, a ete refroidie dans un bain d'eau glacee et on y a ajoute 5,14ml (soit 36 
mmol) de chloroformiate de benzyle. L'agitation est poursuvie dans un bain d'eau. 
15 glacee pendant 3 heures et ensuite a temperature ordinaire pendant 15 heures. Le 
precipite pourpre a ete rassemble puis lave a Tethanol a 95 % (40ml), a Teau (50ml) 
et a Tethanol (60ml) respectivement. Le precipite a ete seche a I'etuve (T< 45*^ C, 
sous vide) -(rendement en deux etapes est de 8,27 g, 8,27g en deux stades soit 93 
% par rapport a la theorie). 

20 

3. Acide 5-(benzvloxvcarbonvlamino)--2-(terbutvloxycarbonvlamino)pentanoTaue 

Le sel de cuivre a ete dissout dans de Tacide chlorhydrique 2M (400ml) et on y a 
ajoute de TEDTA (8.1 5g, 27,8 mmol). On a agite le melange pendant 2,5 heures, 
puis on Ta neutralise a pH7 en ajoutant de la soude 5M (environ 160ml), II se forme 

25 un precipite blanc. Le melange a ete agite pendant 2,5 heures dans un bain d'eau 
glacee. Le precipite a ete filtre, lave a Teau froide jusqu'a ce que Teffluant soit 
incolore, puis seche a Tetuve en dessous de 60**. Ce solide a ete dissout dans 156ml 
de NaOH M et la solution refroidie au bain d'eau glacee. On a ajoute a cette solution 
7.7g (35,2 mmol) de pyrocarbonate de terbutyle dans le dioxane (160ml). Le 

30 melange reactionnel a ete agrte a 0** C pendant 45 minutes puis pendant 16 heures 
a temperature ambiante. Le solvant organique a ete evapore et on a ajoute 70ml 
d'acetate d'ethyle. On acidifie ensuite la phase aqueuse en ajoutant de I'acide 
chlorhydrique 2N jusqu'a pH -3. La couche aqueuse a ete epuisee encore une fois 
avec 100ml d'acetate d'ethyle. Les couches organiques ont ete combinees et lavees 
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a I'eau (30ml) et avec une solution saline (30ml). Le solvant a ete elimine sous vide 
de fagon a foumir une huile incolore apres purification par chromatographie flash 
(Rdt : 8,42g en deux etapes soit 76,7 % de la theorie) (Rf = 0,19 dichloromethane - 
MeOH 20 : 1). 

5 

4. 5-fBenzvloxvcarbonvlamino)-2-fterbutv(oxvcarbonvlaminobentan-1-ol 

A une solution froide (-15** C) du derive de Tacide diamino pentanoTque precedent 
(5,45g soit 14.8 mmol) dans 60ml de THF, on a ajoute 1,654ml (soit 14.8 mmol) de 
N-methylmorpholine et 9.6ml (soit 14.8 mmol) de chlorofomiiate d'isobutyle (IBCF). 

10 La solution a ete agitee a -15** C pendant 1 minute puis on y a ajoute une solution de 
borohydrure de sodium (5,104g soit 44,6 mmol) dans 10ml d'eau. L'agitation a ete 
maintenue a -15** C pendant encore 10 minutes puis on a ajoute 400ml d'eau pour 
arreter la reaction. La solution a ete epuisee avec de ('acetate d'ethyle (100ml X 2). 
Les couches organiques ont ete combinees et lavees avec 50ml d'eau et avec 60ml . 

15 de solution saline puis sechees sur sulfate de magnesium anhydre. Le solvant a ete 
chasse et le residu a ete cristallise du melange acetate d'ethyle/hexane (4,94g 
rendement 94,9 %) PF = 47,5 - 48" C. 

5. Deblocage du derive du 2,5 diaminopentan*1-ol 

20 6,32g (18 mmol) de S-benzyloxycarbonylamino 2-terbut>^oxycarbonylamino pentan- 
1-oI ont ete dissouts dans 25ml d'acide trifluoroac§tique puis agites pendant 2,5 
heures a temperature ambiante. Le solvant a ete ensuite evapore et le residu a ete 
purifie par chromatographie flash (MeOH / CH2CI2 = 10:1). On obtient ainsi une 
masse vitreuse incolore qui fond a temperature ambiante. Le rendement est de 

25 5.45g de sel trifluoroacetique (rendement = 82.7 %). Le chlorhydrate fond a 133,0 - 
134,3** C (recristallisation du methanol). 

6. 5-(Benzvloxvcari3onvlamino)-2-f(R)-(3-ben2vloxvtetradecanQvlamino)lpentan-1-ol 
On a ajoute a une solution refroidie a -15"* C de 5.27g (15.8 mmol) d*acide (R)-3- 

30 benzyloxytetradecanoTque (Bull. Chem. Soc. Jpn. 60 (1987), 2197) dans 30ml de 
tetrahydrofurane. 1.89ml (15.8 mmol) de N-methylmorpholine et 2,21ml d'IBCF (15.8 
mmol). Le melange reactionnel a ete maintenu sous agitation a -15** C pendant 30 
minutes. Alors 5,25g de sel trifluoroacetique de Texemple precedent (14,4 mmol) 
dans 30ml de tetrahydrofurane et 1,44ml de triethylamine ont ete ajoutes a la 
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solution. Uagitation a ete poursuivie a temperature ambiante pendant 16 heures puis 
on a ajoute 30ml d'eau et 60ml d'acetate d'ethyle : la phase organique a ete separee 
et la phase aqueuse a ete epuisee une fois de plus avec de Tacetate d'ethyle (60ml). 
Les couches organiques ont ete combinees et lavees a Teau (30ml) et avec une 
solution saline (30ml) puis sechees sur sulfate de magnesium anhydre. Le solvant a 
ete evapore et le residu a ete recristallise d'un melange acetate d'ethyle/hexane 
(5,8236g. soit un rendement de 71 .2 %), PF = 1 17.5" C - 1 18" C. 

7. 5-amino 2-rfR) 3-(benzvloxvtetradecanovlamino)lpentan-1-ol 
300mg de palladium sur charbon a 20 % ont ete ajoutes a la solution de 5- 
(benzyloxycarbonylamino)-2-[{R) 3-ben2yloxytetradecanoylamino)] pentan-1-ol 
(586mg = 1 mmol) et 1ml de triethylamine dans 20ml d'ethanol dans un ballon a trols 
tubulures. On a chasse I'air par mise sous vide puis le ballon a ete charge 
d*hydrogene. Le. melange reactlonnel a ete agite a temperature ambiante pendant 3. 
heures puis le catalyseur a ete separe par filtration et le filtrat a ete concentre pour 
fournir un solide blanc homogene en CCM, utilise tel quel pour le stade suivant sans 
autre purification. 

EXEMPLE III 

Preparation du 1 -fdihvdroxvphosphorvloxv)-3-(3-dodecanovloxvtetradecanovlamino) 

4-oxo-5-aza-9-(3"hvdroxvtetradecanovlamino) - decane-IO-ol 

1. On disperse dans une solution d'acide 4-(diphenyloxyphosphoryloxy)-2-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamlno)butanoique (1,0 mmol) obtenu a Texemple 1, 
dissous dans 20ml de chlorure de methylene. 363,6mg (1,2 mmol) d'llDQ (1- 
isobutyloxy-2-isobutyloxycarbonyM,2-dihydroquinoleine). On a ajoute apres 15 
minutes d'agitation 1 .0 mmol de 5-amino-2-(ben2yloxytetradecanoylamino)pentan- 
1-ol obtenu a Texemple 2. dissout dans 10ml de chlorure de methylene et le 
melange reactionnel a ete maintenu sous agitation pendant une nuit 
La solution a ete concentree et le residu a ete purifie par chromatographie flash 
(CH2CI2 / acetone = 5:2. Rf 0.23). Le solvant a ete chasse et on a ainsi obtenu un 
sirop incolore (0.620g soit un rendement de 52.7 %) de nouveau pseudodipeptide 
phosphoryle. 
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2. (1-Piphenvloxvphosphorvloxv) 3'(3-dodecanQvlo)cvtetradecanovlafninoM-Qxo 5- 
aza'9-(3-hvdroxvtetradecanovlamtno)decan'10'OK 

La solution de pseudodipeptide (150nng soit 0,13 mmol) obtenu ci-dessus et 
d'acide acetique (0,6ml) dans 20ml d'ethanol a ete placee dans un ballon a trois 
5 tubulures et on y ajoute 40mg de palladium sur charbon a 20 % de Pd. On purge 
Tair par mise sous vide puis le ballon a ete charge avec de Thydrogene. Le 
melange reactionnel a ete agite a temperature ambiante pendant une nuit puis le 
catalyseur a ete separe par filtration, le solvant a ete chasse sous vide et on 
purifie le produit par chromatographie flash (CH2 CI2 / acetone = 5:4, Rf 0,24) ; on 
10 obtient un solide vitreux (104,3mg, soit un rendement de 74 %), 

3. 1-fDihvdroxvphosphorvloxv)-3-f3-dodecanovloxvtetradecanovlamino)-4-oxo-5-aza- 
9-f3-hvdroxvtetradecanovlamino)-decan-10 ■ ol. 

On a ajoute ia solution de l-(diphenyloxyphosphoryloxy)- 
15 3-{3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-4-oxo-5-a2a-9-(3-hydroxytetradecanoyl 

amino) decan-10-ol (90mg soit 0.83 mmoi) dans I'ethano! (30ml) a 30mg d*oxyde 
de piatine dans un ballon a trois tubulures. On a chasse I'air par mise sous vide 
pousse. puis Je ballon a et6 charge avec Thydrogene. Le melange reactionnel a 
ete agite a temperature ambiante pendant une nuit, le catalyseur a ete separe par 
20 filtration, le solvant a ete chasse sous vide et on obtient finalement 60mg d'un 
solide blanc soit un rendement de 77,6 % (Rf 0,50 dans un melange chloroforme / 
methanol / eau 6:4:0,6) de derive phosphoryle. 

EXEMPLE IV 

25 

Preparation du 1 , 1 0-bis(dihvdroxvphosphorvlQxv)- 3-(3- 

dodecanovloxvtetradecanovlamino)-4-oxo-5-aza'9-(3- 
hvdroxvtetradecanovlamino)decane. 

La phosphorylation du 1 -(diphenyloxyphosphoryloxy)-3-(3-dodecanoyloxy 
30 tetradecanoylamino)-4-oxo-5-a2a-9-(3-benzyloxytetradecanoylamino)decan-10-ol 
en position 10 est effectuee en deux etapes : phosphitylation avec le N,N- 
diethylphosphoramidite de diethyle ou de dibenzyle, en presence de [1H]- 
tetrazole dans le tetrahydrofurane. puis oxydation du phosphite ainsi forme avec 
de Fadde m-chloroperoxybenzoTque a -20** C. Le derive diphosphoryle ainsi 
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obtenu (Rf 0,64 dichloromethane-acetone 5:2) est soumis a une hydrogenation 
catalytique en deux etapes : (a) en presence de palladium (20 % Pd/C) pour 
eliminer I'ether benzylique du groupe 3-benzyloxytetradecanoyle et les 
substituants benzyle lies a la fonction phosphate, ce qui foumit le compose 1- 
(diphenyloxyphosphoryl)-3-(3-dodecanoyloxytetradecanoylamino)-4-oxo-5-aza-9- 
(3-hydroxytetradecanoylamlno)-10-phosphoryloxydecane (Rf 0,63. chloroforme- 
MeOH-eau 6:4:0.6). puis (b) en presence d'oxyde de platine pour eliminer les 
esters de phenyle de la deuxieme fonction phospliate, et donner le compose bis 
dihydrogenophosphate libre (Rf 0,16, chloroforme-MeOH-eau 6:4:0.6). 

CONTROLE ANALYTIQUE DES COMPOSES SELON LMNVENTION 

A. Verification de la purete des produits par HPLC (MP 1 et 2 = monophosphate, 
DP 1 et 2 = diphosphate^ 

Produit diphosphoryie 

Le produit (DPI et DP2) a ete solubilise dans 10ml d'eau + isopropanol (1:1 v/v) 
avec de la triethylamine pour obtenir un pH entre 8 et 9. 

La purification a ete effectuee par HPLC en phase inverse sur colonne 40 mm X 
200 mm CIS Bondapack 15-20 ^tm 300 A (Waters PrepPak) au moyen de deux 
phases mobiles (A) eau + isopropanol a 50 mM bicarbonate d'ammonium (1:1. 
v/v) et (B) eau + isopropanol a 50 mM bicarbonate d'ammonium (2:8. v/v) avec un 
debit de 40 ml/min. Gradient selon le tableau suivant : 



Temps (min) 


% phase mobile (B) 


Type de gradient 


0 


40 




10 


74 


lineaire 


21 


80 


isocratique 


40 


80 


isocratique 



Les fractions contenant le sel d'ammonium du diphosphate eluent entre 31 et 37 
min. Les fractions contenant le diphosphate sont rassemblees et concentrees par 
adsortion sur colonne C18 Bondapack 15-20 |im 300 A et le sel de sodium du 
diphosphate a ete obtenu par lavage au moyen d'une solution eau + isopropanol 
(9:1, v/v) contenant du NaCI (10g/L). Apres elimination de T xcedent de NaCI par 
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passage de 5 volumes d'eau sur la colonne, ie diphosphate a ete elue par le 
methanol a 100 %. Le methanol de la fraction contenant le diphosphate est 
ensuite evapore a sec au Rotavapor, puis le diphosphate est separe par sechage 
sous vide partief pendant 60 minutes. La solubilisation a ete effectuee dans le 
volume necessaire d'eau additionnee de 0.05 % de triethylamine qui favorise la 
resolubilisation pour avoir une concentration cible de 2mg/ml. 

Produit monophosphorvie 

Le monophosphate (MP1 et MP2) a ete solubilise dans 40ml d'un melange eau + 
isopropanol (1:1. v/v) avec de la triethylamine pour obtenir un pH entre 8 et 9. La 
purification a ete effectuee par HPLC en phase inverse sur colonne 40 mm X 200 
mm C18 Bondapack 15-20 jim 300 A (Waters PrepPak) au moyen de deux 
phases mobiles (A) eau + isopropanol a 50 mM bicarbonate rfammonium (1:1. 
v/v) et (B) eau + isopropanol a 50 mM bicarbonate d'ammonium (2/8, v/v) avec un 
debit de 40ml/mln. Gradient selon le tableau suivant : 



Temps (min) 


% phase mobile (B) 


Type de gradient 


0 


40 




10 


74 


lin^aire 


22 


76 


isocratique 


26 


78 


isocratique 


30 


80 


isocratique 


37 


82 


isocratique 


39 


84 


isocratique 


40 


90 


isocratique 


50 


90 


isocratique 



Les fractions contenant le se! d'ammonium du monophosphate eluent entre 41 et 
47 min. Les fractions contenant le monophosphate sont rassemblees et 
concentrees par adsorption sur colonne CI 8 Bondapack 15-20 \im 300 A et le sel 
de sodium du monophosphate a ete obtenu au moyen d'une solution eau + 
isopropanol (9:1. v/v) contenant du NaCI (lOg/L). Apres elimination de I'excedent 
de NaCl par passage de 5 volumes d'eau sur la colonne. le monophosphate a 6te 
elue par le methanol a 100 %. Le methanol de la fraction contenant le 
monophosphate est ensuite evapore k sec au Rotavapor, puis le monophosphate 
est separe par sechage sous vide partiel pendant 60 minutes. La resolubilisation a 
ete effectuee dans le volume necessaire d*eau additionnee de 0.1 % de 
triethylamine pour avoir une concentration cible de 2mg/ml et une sonication de la 
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solution finale 3 X 30 secondes dans un bain a uitrasons a une temperature de 
eo*' C a ete effectuee. 

Suivi analvtique des fractions par HPLC ; apres chaque etape, les fractions sont 
analysees par chromatographle analytique HPLC en phase inverse (Hewlett 
Packard HP1050, colonne Supelcosil LC-18.3 ^m, 4.6 X 150mm) au moyen d'un 
gradient lineaire allant de 75 % phase mobile A + 25 % phase mobile B a 100 % 
phase mobile B en 37.5 minutes a un debit de 1ml/min. 

Phase mobile A : eau + acetonitrile a 5mM phosphate de tetrabutylammonium 
(1:1. v/v) 

Phase mobile B : eau + isopropanol a 5mM phosphate de tetrabutylammonium 
(1;9.v/v) 

A. Verification de la purete des produits par HPLC DP1 et DP2 = diphosphate : 

MP1 et MP2 = monophosphate 
Diphosphate : le rendement de la purification est de 88 % (DP1) et 94 % {DP2). 
Apres conversion en sel de sodium et resolubilisation. le rendement final est de 
47 % (DP1) et de 57 % (DP2). La purete des produits finaux est determlnee par 
I'integration des surfaces a 210nm des pics HPLC. 



Diphosphate 


DPI 


DP2 


Quantity de produit initiate [mg] 


17 


35 


Charge purifiee par HPLC C18 [mg] 


15 


33 


Charge finale de la solution aqueuse [mg] 


6 


20 


Purete HPLC analytique LC18 a 210nm [%] 


>99 


>99 


Temps de retention [mini 


20.0 


20,0 



Monophosphate : le rendement de la purification est de 59 % (MP1) et 76 % 
(MP2). Apres conversion en sel de sodium et resolubilisation. le rendement final 
est de 43 % (MP1) et de 71 % (MP2). La purete des produits finaux est 
determinee par I'integration des surfaces a 210nm, des pics HPLC. 
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Monophosphate 


MP1 


MP2 


Quantite de produit initiate [mg] 


42,3 


34 


Charge purifiee par HPLC C18 fmal 


25 


26 . 


Charge finale de la solution aqueuse fmgl 


18 


24 


Puret6 HPLC analytique LCI 8 a 210nm [%! 


96.3 


>99 


Temps de retention fminl 


24.9 


25.0 



B. Spectres de Masse 

Le spectre de masse determine sur un appareil VG Quatro II a triple quadrupole 
en mode electrospray negatif a foumi les pics suivants : 

Diphosphate : 3 pics essentiels 1012.8 [M-H]". 1034.8 [M-2H + Na*]*, et le pic 
5 doublement charge 606.0 [M-2H]" 

, Monophosphate : 2 pics essentiels 932.8 [M-H]' et 954.8 [M-2H + Na*]'. 

En mode FAB + a resolution normale on observe une masse de 956,5 [M + Na^] 
En mode positif en matrice d'alcool 5-nitro benzylique la masse calculee pour le 
10 monophosphate est de 956.668 et la masse mesuree est de 956.667, 
correspondent a une formule C49 Hge On N3 Na Pi. 

La masse calculee pour le diphosphate est de 1 036.634 et la masse mesuree est 
de 1 036.635 ce qui correspond a une formule C49 Hgy O14 N3 Na P2. 

15 

Spectre RMN 

Les spectres RMN ont ete determines sur des produits avant purification par 
HPLC. 

Pour le monophosphate comme pour le diphosphate on a determine le spectre 
20 RMN du proton [^H], du carbone -13 et du phosphore 31. 

Les spectres obtenus attestant de I'identite et de la purete des produits sont joints 
en annexe. 

V> ETUDE PHARMACOLOGIQUE DES COMPOSES SELON INVENTION 
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1 - Determination de I'endotoxicite par le test chromogenlque au Limulus. 



.30 



L'endotoxicite a ete determinee par le test Limulus Amoebocyte Lysate 
chromogenlque (LAL-Chromogenique de Bio-Whittaker. kit n** 50-650U). Ce test 
est base sur I'activation par le lipopolysaccharide (LPS) ou les produits de 
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structure comparable, d'une cascade enzymatique presente dans le LAL. Cette 
activation enzymatique est mise en evidence par le clivage d'un chromogene lie a 
un peptide par la protease, en bout de chame de la cascade enzymatique selon la 
reaction suivante : 

LPS ou PRODUIT 
I 

activation protease du LAL et hydrolyse peptide/chromogene 

Ac-lle-Glu-Ala-Arg-p-nltroaniline ^ Ac-lle-Glu-Ala-Arg + p-nitroaniline 

incolore colore (405 nm) 

La reaction enzymatique est effectuee a 37** C et la formation du chromogene au 
cours du temps est mesuree a 405 nm. Dans cette methode cinetique en point 
final, le temps ndcessaire pour atteindre 0,2 unites de D.O. est enregistre et 
I'activite endotoxique calculee par rapport a un etalon de LPS (courbe standard). 

Les resultats sont exprimes en EU (Endotoxin Unit) par rapport a une preparation 
standardisee de lipopolysaccharide de E-coli. Pour cette serie de dosage 1 EU 
correspond a 0,08 mg d'equivalent LPS. 

Les r6sultats presentent une variabilite relativement importante mais normale pour 
ce genre de dosage quantitatif qui donne surtout un brdre de grandeur. Le test 
LAL est surtout utilis6 pour demontrer I'absence de pyrogens (limits superieure de 
la concentration en endotoxins) dans des preparations pharmaceutiques. Le 
dosage quantitatif du contenu en pyrogsns doit imperativement etrs compars 
dans uns meme serie d'experiences bien standardis6ss. 

Resultats 

Les resultats obtenus pour les produits de I'invention: 
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Resultats LAL 




Moyenne 


Produit 


chromog^nique 


Moyenne 


ng eq.LPS/mg 




EU/mg 


EU/mg 


produit 




(en duplicat chacun) 






ester monophosphate 


97 


108 ±16 


8.6 ±1.3 


120 






ester diphosphate 


86 


57 ±39 


4.6 ±3.1 


92 








12 




t 




38 







Les composes selon I'invention sont tres peu pyrogeniques. 



2 - Determination de la proliferation des cellules souches de la moelle 
osseuse de souris stimulees par du LPS ou par les composes de I'invention 

Experience de proliferation : 

Deux souris males C57/BL6 de 6 semaines sont sacrifiees par inhalation de CO2 . 
suivie d'une dislocation des cen/icales. Les souris sont lavees a Talcool, et la peau 
des membres posterieurs est retiree completement Les hanches. les femurs et 
les tibias sont detaches au niveau des articulations. Les chairs sont enlevees 
grossierement avec un scalpel. Les os sont nettoyes et les extremites des os sont 
coupees aux ciseaux. La moelle est extraite de la lumiere osseuse par injection en 

3 fois de 1ml de milieu Eagle modifie par Dulbecco (milieu DH) gar les extremites 
qui ont ete coupees aux ciseaux. Les cellules sont remises en suspension dans le 
milieu DH et centrifugees pendant 5 minutes k 300 x g. Le sumageant est elimine 
et les cellules souches sont remises en suspension dans du milieu DH complete 
avec 20 % de semm foetal (FCS). La concentration cellulaire est ajustee a 
500.000 cellules par ml. 

Les produits en solution dans ie milieu DH supplements avec le FCS, les acides 
amines et les antibiotiques sont dilues en serie directement dans la microplaque. 
9 dilutions sont effectuees avec un facteur de 3,16. Les produits sont testes en 
sextuplicat et chaque microplaque comprend un controle negatif compose de 
milieu seul. Le volume final dans chaque puits est de 100 jxi. Les microplaques 
sont incubees pendant 1 heure a 37** C sous 8 % CO2 dans une etuve saturee en 
humidite pour tamponner le milieu. Apres 1 heure, 100 fil de la suspension 
cellulaire sont ajoutes aux produits et Tincubation est poursuivie pendant 7 jours. 
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La proliferation est determines par ia mesure de I'oxydation d'un substrat 
chromogenique (XTT) dans les mitochondries des cellules vivantes. 
Apres 7 jours les microplaques sont centrifugees 5 minutes a 400 x g. et 100 ^1 de 
sumageant sont preleves et ellmines, 50 \il d'une solution a 1 mg/ml de XTT 3-[1- 
phenylamino-carbonyi)-3,4-tetrazolium]-bis[(4-methoxy-6-nitro)benzene sulfonate] 
de sodium et 0,008 mg/ml PMS ((N-methyl dibenzopyrazine, methyl sulfate) dans 
du milieu RPMI sont ajoutes a chaque puits. Apres 8 heures d'incubation a 37** C 
sous 8 % CO2 dans une etuve saturee en humidite, les microplaques sont lues au 
spectrophotometre a 492 nm centre une reference a 690 nm. 

Les resultats sont exprimes en moyenne (± ecart type) sous forme d'une courbe 
dose/reponse. 

Les vialeurs du controle negatif compose de milieu DH (moyenne ± ecart type de 
toutes les experiences) sont egalement indiquees sous forme graphique. 

Dans cette experience les composes selon Tinvention induisent une proliferation 
significative des cellules-souches de moelle de souris. proliferation presque aussi 
importante que celle induite par le LPS de E. coli. mais avec un seuil d'activite 
(concentration minimale necessaire pour induire une reponse significative) 
beaucoup plus faible. Le produit monophosphoryle induit une reponse plus faible 
que celle du produit diphosphoryte. 

La figure 1 represente une experience representative tiree d'un ensemble de 3 
experiences independantes obtenues a partie de preparations cellulaires 
differentes, 

3- Determination de la production d'oxyde nitrique dans les surnageants de 
macrophages 

Experience de production d'oxyde nitriaue : 

Deux souris C57/BL6 males de 6 semaines sont sacrifiees par inhalation de CO2 
suivie d'une dislocation des cervicales. Les souris sont lavees a Talcxjol. et la peau 
des membres posterieurs est retiree completement. Les hanches. les femurs et 
les tibias sont detaches au niveau des articulations. Les chairs sont enlevees 
grossierement avec un scalpel. Les os sont nettoyes et les extr^mites des os sont 
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coupees aux ciseaux. La moelle est extraite par injection en 3 fois de 1ml de 
milieu Eagle modifie par Dulbecco (milieu DH) dans la lumiere osseuse. Les 
cellules sont remises en suspension dans le milieu DH et centrifugees pendant 5 
minutes a 300 x g. Le sumageant est elimine et les cellules sont remises en 
suspension a la concentration de 40000 cellules/m! dans du milieu DH complete 
avec 20 % de serum de cheval (HS) et 30 % de surnageant de L929. Les L929 
sont une lignee de fibroblastes murins dont le surnageant est riche en facteur de 
croissance pour les macrophages (M-CSF). La suspension cellulaire est dispense 
par 12 ml dans des boites de Petri qui sont incubees pendant 8 jours a 37** C 
sous 8 % CO2 dans une etuve saturee en humidite. Apres 8 jours, les cellules- 
souches se sont differenciees en macrophages matures. Les macrophages sont 
detaches par une incubation de 45 minutes a 4** C dans du PBS froid. Apres 
centrifugation et elimination, les cellules sont remises en suspension dans du 
milieu DH complete avec 5 % de serum foetal (PCS), de la glutamine, de 
Tasparagine, de Targinine, de Tadde folique, du mercaptoethanol et des 
antibiotiques (penicilline et streptomycine). Les cellules souches sont rassembiees 
et la concentration cellulaire est ajustee a 700.000 cellules par ml. 
Les produits mis en solution dans le milieu DH supplements avec PCS, les acides 
amines et les antibiotiques sont dilues en serie directement dans la microplaque. 
9 a 10 dilutions suivant les produits sont effectues avec un facteur de 3,16. Les 
produits sont testes en triplicat et chaque microplaque comprend un controle 
negatif compose de milieu seul, Le volume final dans chaque puits est de 100 ^1. 
Les microplaques sont incu|Dees pendant 1 heure a 37** C sous 8 % CO2 dans une 
etuve saturee en humidite pour tamponner le milieu. Apres 1 heure, 100 }xl de la 
suspension cellulaire sont ajoutes aux produits et Tincubation est poursuivie 
pendant 22 heures. 

Apres 22 heures les microplaques sont centrifugees, 5 minutes a 400 x g et 100 nl 
de sumageant sont preleves et transferes dans une microplaque. 100 ^1 de reactif 
de Griess [5mg/ml de sulfanilamide + O.Smg/ml de chlorhydrate de N-(1- 
naphthylethylene diamine)] dans de Tacide phosphorique a 2.5 % aqueux, sont 
ajoutes a chaque puits. Les microplaques sont lues au spectrophotometre a 562 
nm centre une reference a 690 nm. La concentration en nitrite est proportionnelle 
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a celle de I'oxyde nitrique. La concentration en nitritre est determinee par rapport 
a une courbe standard, lineaire de 1 a 25 [iM de nitrite. 

Les resultats sent exprimes apres soustraction du temoin negatif, en moyenne ± 
5 ecart type sous fornne d'une courbe dose/reponse. 

Dans cette experience les composes selon Tinvention induisent une production 
d'oxyde nitrique par les macrophages murlns avec une courbe effet-dose. Le produit 
diphosphoryle induit une proliferation plus importante que celle induite par le LPS de 
10 E. coli, mais avec un seuil d'activite beaucoup plus faible. Le produit 
monophosphoryle induit une reponse plus faible que celle du produit diphosphoryle 
et que celle du LPS de E. coll. La figure 2 represente une experience representative 
tiree d'tin ensemble de 3 experiences independantes obtenues a partir de 
preparations cellulaires diff^rentes. 
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4. Determination de la capacite des composes selon I'Inventton a activer la 
production de TNF-a-de macrophages alveolaires humains. 

Obtention des macrophages alveolaires : Les macrophages alveolaires humains ont 
20 ete obtenus par lavage bronchoalveolaire (BAL) de poumons de patients atteints de 
cancer du poumon. Le BAL est effectue immediatement apres chirurgie sur du tissu 
pulmonaire provenant des parties saines du lobe pulmonalre. Les lavages sont 
effectues avec NaCI 0.9 % a I'aide d'une seringue de 50ml. Les cellules obtenues 
sont constituees a >85 % de macrophages, les autres cellules 6tant principalement 
25 des lymphocytes. Apres centrifugation, les cellules sont remises en suspension avec 
du milieu RPMI et les globules rouges sont elimines par centrifugation sur Ficoll 
Paque (Research Grade). Les macrophages sont laves 3 x avec HBSS et implantes 
dans des microplaques a 24 puits, a raison de 1ml par puits contenant un total de 
1.000,000 de cellules, Apres une heure d'incubation a 37*" C, les macrophages sont 
30 adherents et les puits sont laves a 3 reprises avec 1ml de HBSS afin d'eliminer les 
cellules non-adherentes. Apres les lavages, 1ml de RPMI est ajoute dans chacun 
des puits contenant les macrophages. 
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Incubation avec les produits et dosage du TNF-a : les macrophages alveolaires sont 
incubes a 37** C et 5 % de CO2 avec des concentrations de O.Vg/ml. 1(ig/ml et 
10^g/ml des produits suivants : 

5 - controle negatif : RPMI 

- controle positif : LPS de E.coli(serotype 05:B5. Difco. Detroit. U.S.A.) 

- produit 1 ; compose mono-phosphoryle selon Tinvention 

- produit 2 : compose diphosphoryl6 seion Tinvention 

^ Les surnageants des cultures sont recoltes aprds 24 heures et analyses pour leur 
teneur en TNF-a (Kit BioSource Cytoscreen, Camarillo. CA, U.SA) avec une limite 
de detection a 1pg/mL 

Resultats : 

15 Le derive monodiphosphoryle seion {'invention induit une production de TNF-a 
superieure a celle du derive diphosphoryle. Le derive dipiiosphoryle induit une 
production de TNF-a non significative par rapport au controle negatif. Le controle 
positif LPS induit aux 3 concentrations testees une production elevee de TNF-a. 
Les resultats sont presentes dans ie tableau L 

20 

Tableau I 





TNF-a [pg/mi] 
moyenne ± ecart type de 3 experiences independantes 


Produit 


0 ^g/ml 


0,1 ng/ml 


1 ng/ml 


10 ng/ml 


contrdle n§galif : RPMI 
contrdie positif : LPS de E; coli 
produit 1 : MP lot 1 

MP lot 2 
produit 2: DP lot 1 

DP lot 2 


195 ±70 


7667 ±1155 
246 ± 38 
206±62 
166±66 
171 ±79 


9858 ±2148 
353 ± 75 
291 ± 70 
117±85 
88 ±61 


10390 ±3415 
1049 ±295 
1124 ±406 
329 ±141 
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5. Determination de la capacite des composes selon {'invention a inhib r la 
production de TNF-a de macrophages alveolaires humalns, indulte par le 
lipopolysaccharide de E. coli (LPS) 

5 Obtention des macro phaQes alveolaires : Les macrophages alveolaires humains ont 
ete obtenus par lavage bronchoalveolaire (BAL) de poumons de patients atteints de 
cancer du poumon. Le BAL est effectue immediatement apres chirurgie sur du tissu 
pulmonaire provenant des parties saines du lobe pulmonaire. Les lavages sont 
effectues avec NaCI 0,9 % a I'aide d'une seringue de 50ml. Les cellules obtenues 
sont constitutes a >85 % de macrophages, les autres cellules etant principalement 
des lymphocytes. Apres centrifugation. les cellules sont remises en suspension avec 
du milieu RPMI et les globules rouges sont elimines par centrifugation sur Ficoll 
Paque (Research Grade). Les macrophages sont laves 3 x avec HBSS et implantts 
dans des microplaques a 24 puits, a raison de 1ml par puits contenant un total de 
1.000.000 de cellules. Apres une heure d'incubation a 37° C, les macrophages sont 
adherents et les puits sont laves a 3 reprises avec 1ml de HBSS afin d'eliminer les 
cellules non-adherentes. Apres les lavages, 1ml de RPMI est ajoute dans chacun 
des puits contenant les macrophages. 

Incubation avec les pro duits et dosage du TNF-tx- : les macrophages alveolaires sont 
incubes a 37' C et 5 % de CO2 avec du LPS d'E. coli (serotype 05: B5, Difco, 
Detroit, U.S,A.) a l^g/ml additionne simultanement des produits suivants aux 
concentrations de lOng/ml : 

- contrdle nSgatif : RPMI 

- produit 1 : compost mono-phosphoryle selon I'invention 

- produit 2 : compose diphosphoryle selon I'invention 

Les surnageants des cultures sont recoltes apres 24 heures et analyses pour leur 
teneur en TNF-a (Kit BioSource Cytoscreen, Camarillo, CA, U.S.A.) avec une limite 
de detection a Ipg/ml. 



Resultats : 
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Le derive diphosphoryle inhibe de maniere importante la production de TNF-a 
normalement induite par le LPS. Le derive mono-phosphoryle inhibe partiellement la 
production de TNF-a induite par le LPS. 

5 Les resultats sont presentes dans les figures 3 et 4 et dans le tableau II. 
Tableau II 







Moyenne ± 6cart type de 3 experiences 






independantes 


Produit 


ng/ml 


TNF-a [pg/ml] 


% d'inhibition 


controle negatif : RPMI 


0 


195 ±70 




contrSle positif : LPS de E. coli 


1 


9345 ±1435 


0 


produit monophosphoryle 


10+1 


5945 ±1109 


68 ±19,5 


lot 1 + LPS de E. coli 








produit monopliospinoryie 


10 + 1 


5228 ± 327 


57±5 


lot 2 + LPS de E. coli 








produit diphosphoryle 

lot 1 + LPS de E. coli 


10 + 1 


2218 ±484 


24±5 


produit disphosphoryl6 

lot 2 + LPS de E. coli 


10 + 1 


191 3 ±320 


21 ±4 



PC^FR 9 8/01 39 



30 

REVENDICATIONS 

Pseudodipeptides N-acyies repondant a la formule generate I 

Z 

I 

X-A-(CH2)m-CH-(CH2)n-CO-NH.(CH2)p-CH-(CH2)q-B-Y (I) 

NHRi NHR2 
dans laquelte Ri et R2 representent chacun un groupe acyle derive d'un acide 

carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone. sature ou insature. lineaire 

ou ramifie, non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants hydroxyte, 

alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyi en C1-C24) thio. 

les descripteurs m, p et q pouvant prendre une vateur allant de 1 a 10 

le descripteur n pouvant prendre une vateur allant de 0 a 10 

X et Y representent chacun un hydrogene ou un groupe acide choisi dans le 

groupe, forme d'un groupement 

- carboxy [(Ci-Cgjalkyl] 

- -CH-[(CH2)mC00H] [(CH2)nCOOH] avec m = 0a5etn = 0a5 

- phosphono [(CrC5)alkyl] 

- dihydroxyphosphoryloxy [(Ci-C5)alkyl] 

- dimethoxyphosphoryl 

- dihydroxyphosphoryle 

- hydroxysulfonyl 

- hydroxysulfonyl [(Ci-C5)alkyl] 

- hydoxysulfonyloxy [(Ci-C5)alkyl] 

sous forme neutre ou chargee. 

avec la limitation que i'un au moins des substituants X et Y representent un 
groupe adde defini comme cinjessus. sous forme neutre ou chargee. 
A et B independamment Tun de Tautre representent un atome d'oxygene, un 
atome de soufre ou le groupe imino -NH-. 

et dans laquelle fun des atomes d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre 
remplace par un groupe Z. Le groupe Z est constitue d*un bras espaceur 
fonctionnalise et pouvant etre couple, par une liaison covalente ou non- 
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covalente, a un antigene de nature proteinique, oligosaccharidique ou 
oligonucleotidique, a un glycoconjugue, ou a un compose portant un 
pharmacophore 

5 2. Les sels des composes de formule generale I selon la revendication 1, lorsque 
X et/ou Y sent un groupe acide, salifies avec une base minerale ou organique, 
de preference therapeutiquement compatible 

3. Un 1 et/ou 10-dihydrogenophosphate de 3-(3-dodecanoyioxy- 
10 tetradecanoylamino) 9-(3-hydroxytetradecanoyIamlno) 4-oxo S-azadecane- 

P 1.10-dioIetsessels. 

4: Un, compose selon la revendication 1. ou la revendication 2, a savoir un 1,10- 
bis-{dihydrogenophosphate) de 3-(3-dodecanoyIoxytetradecanoylamino) 9-{3- 
1 5 hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane-1 . 1 0-diol et ses sels. 

5. Un compose selon ia revendication 1 ou !a revendication 2, a savoir le 1,10-bis 
(dihydrogenophosphate) de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1,1 0-diol et ses sels. 

20 

6. Un compose selon la revendication 1, ou la revendication 2, a savoir un mono 
1 -dihydrogenophosphate de 3-(3-dodecanoyloxytetradecanoylamino) 9-(3- 
hydroxytetradecanoylamino) 4-oxo-5-azadecane 1,10-diol etses sels. 

25 7. Un compose selon la revendication 1 , ou la revendication 2, a savoir un mono 
1 -dihydrogenophosphate de 3-(3-hydroxytetradecanoylamino) 9-(3- 
dodecanoyloxytetradecanoylamino) 4-pxo-5-azadecane 1,10-dio! etses sels. 

8. Les composes de formule generale I selon la revendication 1, contenant des 
30 elements de configuration R ou S, ou racemiques. 

9. Un precede d'obtention des pseudodipeptides de formule generale I selon la 
revendication 1 

35 
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Z 

I 

X-A-(CH2)m-CH-(CH2)n-CO-NH-(CH2)p-CH-{CH2)q-B:Y (1) 

NHRi NHR2 
dans laquelle Ri et R2 representent chacun un groupe acyle derive d'un acide 

carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou insature, lineaire 

ou ramifie, non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants hydroxyle. 

alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyle en Ci- C24) thio. 

dans laquelle Tun au moins des substituants de Ri ou R2 est un groupe 

acyloxyacyle 

les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 

le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 

X et Y representent chacun un hydrogene ou un groupe acide choisi dans le 

groupe cpnstitue par 

- carboxy [(Ci-C5)alkyl] 

- -CH-[(CH2)mCOOH] [(CH2)nCOOH] avec m = 0a5etn = 0a5 

- phosphono [(Ci-C5)alkyl] 

- dihydroxyphosphoryloxy [(Ci-C5)alkyl] 

- dimethoxyphosphoryl 

- hydroxysulfonyl 

- hydroxysulfonyl [(Ci-C5)alkyl] 

- hydroxysulfonyloxy [(Ci-C5)alkyl] 

- dihydroxyphosphoryl 

sous forme neutre ou chargee. 

avec la limitation que Tun au moins des substituants X et Y represente un 
groupe acide defini comme ci-dessus, sous forme neutre ou chargee, 
A et B ont les significations fournies anterieurement. et Tun des atomes 
d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre remplace par un groupe Z defini 
comme ci-dessus 

caracterise en ce qu'on bloque les fonctions amine en (q+1) et en © dePacide 
diamine de formule H2N(CH2)pCHNH2(CH2)q-iCOOH par des reactifs de 
blocage labiles par acidolyse et hydrogenolyse, respectivement. soumet la 
fonction carboxylique restee libre a Taction d'un agent reducteur pour former 
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ralcool correspondant, libere la fonction amine en position (q+1) que I'on acyle 
a I'aide d'un derive fonctionnel d^un acide carboxylique de formule R2 OH dans 
laquelle R2 est defini comme precedemment. puis libere la fonction amine 
terminate par hydrogenolyse pour obtenir une diamine de formule generate 11 

H2N-(CH2)p-CH-(CH2)q-OH (II) 
NHR2 

dans laquelle R2 represente un groupe acyle derive d'acide carboxylique ayant 
de 2 a 24 atomes de carbone. sature ou non-sature. lineaire ou ramifie. non- 
substitue ou portant un ou plusieurs substituants definis comme ci-dessus. 
p et q represented un nombre entier variant de 1 a 10 

que Ton condense en presence d'un agent de condensation peptidique dans un 
solvant inerte avec un derive d'un ©-hydroxy, amino ou thio amino acide de 
formule generate 11! 

XA.(CH2)m-CH-(CH2)n-COOH (III) 
I 

NHRi 

dans laquelle Ri est un groupe acyle derive d'un acide carboxylique ayant de 2 

a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, lineaire ou ramifie, non- 

substitue ou portant un ou plusieurs substituants definis comme precedemment 

m est un nombre entier variant de 1 a.10 

n est un nombre entier variant de 0 a 10 

A est de Toxygene, du soufre ou un groupe imino NH 

et X est un radical acide defini comme precedemment present eventuellement 
sous forme esterifiee 

pour former le pseudodipeptide de formule generate IV 

XA-{CH2)m-CH-(CH2)n-CONH(CH2)p-CH(CH2)m-OH 

t I (IV) 

NHRi NHR2 



dans laquelle les substituants et les descripteurs Ri, R2. m. n, p et q sont 
definis comme precedemment , dont on peut -si desire- substituer, alkyler ou 
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acyler la fonction alcool par un reactif approprie. en presence d*un agent de 
coupiage, si necessaire, at soumettre a une hydrogenation catalytique ou a 
une autre methode de deprotection de fa^on a obtenir le derive de formule 
generate I Z 

j 

X-A-(CH2)m-CH-(CH2)nCONH-(CH2)p-CH-(CH2)q-B-Y (I) 

NH NH 

I I 

dans laqueile les substltuants et les descripteurs A, B, X, Y, Ri, R2, n, m, p et q 
ont les significations fournies anterieurement et dans laqueile I'un des atomes 
d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre remplace par un bras espaceur 
fonctionnalise Z. 

10. Un precede d'obtention des phosphopseudodipeptides de formule generate I 

Z 

\ t 

X-0-(CH2)m-CH-(CH2)n-C0-NH-(CH2)p-CH-(CH2)q-O-Y (I) 

NHRi NHR2 

dans laqueile Ri et R2 representent chacun un groupe acyle derive d'un acide 
carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone. sature ou Insature, lineaire 
ou ramifie. non-substitue ou portant un ou plusieurs substltuants hydroxyle, 
alkyle, alkoxy, acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyi en Ci - C24) thio 
les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 
le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 
X et Y representent chacun un hydrogene ou un groupe dihydroxyphosphoryle 
sous forme neutre ou chargee, 

et dans laqueile Tun des atomes d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre 
remplace par un bras espaceur fonctionnalise 

caracterise en ce qu'on bloque les fonctions amine en (q+1) et en m du diamino 
acide de formule H2N(CH2)pCHNH2(CH2)q.iCOOH par des reactifs de blocage 
labiles par acidolyse et hydrogenolyse. respectivement. soumet la fonction 
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carboxylique restee libre a Inaction d'un agent reducteur pour former Talcool 
correspondant. libere la fonction amine en position (q+1) que Ton acyle a I'aide 
d'un derive fonctionnel d'un acide carboxylique de formule R2 OH dans laquelle 
R2 est defini comme precedemment. puis libere la fonction amine terminate par 
hydrogenolyse pour obtenir Tamino alcool de formule generate II 

H2N-(CH2)p"CH-(CH2)q-OH (II) 
NHR2 



dans laquelle R2 represente un groupe acyle derive d'acide carboxylique ayant 
^ de 2 a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, lineaire ou ramifie, non- 

substitue ou portant un ou plusieurs substituants definis comme ci-dessus, 
p et q representent un nombre entier variant de 1 a 10 
15 que Ton condense en presence d'un agent de condensation peptidique dans un 

solvant inerte avec un derive d'co-hydroxy amino acide de formule generate III 



XO-(Chl2)m-CH-(CH2)n-COOH (111) 
I 

i 

20 NHRi 



dans laquelle Ri est un groupe acyle deriv§ d'un acide carboxylique ayant de 2 

a 24 atomes de carbone, sature ou non-sature, lineaire ou ramifi6, non- 

substitue ou portant un ou plusieurs substituants 

25 m est un nombre entfer variant de 1 a 10 

n est un nombre entier variant de 0 ^ 10 

et X est un radical diaryloxyphosphoryle de formule (R0)2 P 

i 
O 

30 pour former le pseudodipeptide de formule generate IV 

(RO)2PO-(CH2)m-CH-(CH2)n-CONH-(CH2)p-CH-(CH2)q-OH (IV) 

>^ I I 

O NHR NHR2 

35 

dans laquelle les substituants Ri, R2, m. n, p et q sont definis comme 
precedemment, et R est un radical labile par hydrogenolyse, dont on peut -si 
desire- phosphoryler la fonction alcool par un agent de phosphorylation en 
presence d'un agent de couplage. si necessaire, et soumettre a une 
40 hydrogenation catalytique en deux etapes pour debloquer la fonction alcool 
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eventuellement presente sur le groupe acyle R2 et la fonction phosphate puis 
debloquer par hydrogenolyse la deuxieme fonction phosphate eventuellement 
presente. de fagon a obtenir le derive de formule generate I 

Z 

5 _J 

(HO)2P-0-(CH2)m-CH.(CH2)nCONH-(CH2)p-CH-(CH2)q-0-Y (I) 

i I i 

O NH NH 

I I 
10 Ri R2 

dans laquelle Y represente soit un hydrogene soit un groupe phosphono et 

dans laquelle Tun des atomes d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre 

remplace par un bras espaceur fonctionnalise 

15 1.1. Precede selon la revendication 9 ou la revendication 10, dans lequel on 
effectue I'etape supplementaire de salification a Taide d'une base minerale ou 
organique. 

12. Un precede selon Tune des revendications 9 a 11, dans lequel Tetape de 
20 salification est effectuee avec une base minerale ou organique 

therapeutiquement compatible. 

13. Un precede selon la revendication 9 ou la revendication 10 dans lequel on 
effectue une etape supplementaire de couplage avec des antigenes de nature 

25 protelnique, oligosaccharidique ou oligonucleotidique, avec un glycoconjugue 

ou avec un compose portant un pharmacophore, en faisant intervenir la 
fonction portee par le bras espaceur. 

14. Un precede selon la revendication 9 ou la revendication 10, dans lequel I'acide 
30 carboxylique Ri -OH est I'acide 3-dodecanoyloxytetradecanoTque. 

15. Un precede selon la revendication 9 ou la revendication 10, dans lequel Tacide 
carboxylique R2 -OH est Pacide 3-hydroxyt§tradecanoTque. 



35 16. Compositions pharmaceutiques renfermant a titre de principe actif au moins un 
compose de formule generate I selon la revendication 1. 
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Z 

X-A-(CH2)m-CH-(CH2)n"CO-NH.(CH2)p-CH-{CH2)q-B.Y (I) 

I I 
NHRi NHR2 
dans laqueile Ri et R2 representent chacun un groupe acyle derive d'un acide 

carboxylique ayant de 2 a 24 atomes de carbone. sature ou insature. lineaire 

ou ramifie. non-substitue ou portant un ou plusieurs substituants hydroxyle, 

alkyle, alkoxy. acyloxy, amino, acylamino, acylthio et (alkyl en Ci - C24) thio 

les descripteurs m, p et q pouvant prendre une valeur allant de 1 a 10 

le descripteur n pouvant prendre une valeur allant de 0 a 10 

X et/ou Y representent chacun un hydrogene ou un groupe acide sous forme 

neutre ou chargee 

A et B semblables ou differents Tun de I'autre, sont de I'oxygene. du soufre ou 
un groupe imino 

et dans laqueile Tun des atomes d'hydrogene du pseudodipeptide peut etre 
remplace par un groupe Z, le groupe Z etant constitue d*un bras espaceur 
fonctionnalise et pouvant etre couple, par une liaison covalente ou non- 
covalente,. a un antig§ne de nature proteinique. oligosaccharidique ou 
oligonucleotidique, § un glycoconjugue, ou a un compose portant un 
phannacophore 

en association ou en melange avec un excipient ou un vehicule inerte. non 
toxique. pharmaceutiquement acceptable. 

25 17. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 16. dans lesquelles le 
compost de fomiule I est un de ceux pour lesquels X et/ou Y representent un 
radical dihydroxyphosphoryle et A et 8 representent de I'oxygene. 

18. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 17 dans lesquelles le 
30 prindpe actif est sous forme salifiee avec une base minerale ou organique 

therapeutiquement compatible. 

19. Compositions pharmaceutiques selon Tune des revendications 16 a 18. dans 
lesquelles le principe actif est sous forme enantiomeriquement pure ou sous 

35 forme de melange de stereoisomeres. 

I 
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RESUME 

Uinvention se rapporte au domaine de la chimie et plus particulierement a celui de 
la chimie therapeutique. 

5 

Elle a pour objet des pseudodipeptides N-acyles repondant a la formule generale I 

Z 
I 

10 X-A-{CH2)m-CH-(CH2)n-C0-NH-(CH2)p-CH-(CH2)q-B-Y (I) 

NHRi NHR2 

dans laquelle les substituants Z, A, B, X, Y, Ru R2, n, m p et q ont les definitions 
15 fournies dans les revendications. 

Uinvention concerne egalement les compositions pharmaceutiques renfermant a 
titre de principe actif au moins un compose de formule generale I sous forme acide 
ou salifiee. 

20 . 

Les composes selon {'invention nfianifestent des proprietes interessantes dans le 
domaine de Timmunologie qui les rendent utiles comme medicaments. 
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FIGURE 1 




FIGURE 2 
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SCHEMA DE SYNTHESE I 
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SCHE3«A DE SYNTHESE II 
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SCHEMA DE SYNTHESE 




6 /15 



P|f /FR98 / O 1 3 9 



SPECTRE DE MASSE-MONOPHOSPHATE (A) 
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SPEXnTRE DE MASSE-MDNOPHOSHIATE (B) 
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SPECTRE DE MASSE-DI PHOSPHATE (A) 
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SPECTRE DE MASSE-DIPHOSPHATE (B) 




MONOPHOSPHATE: 13C-RMN 




MONOPHOSPHATE: 1H-RMN 
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MONOPHOSPHATE: 31P-RMN 
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DIPHOSPHATE: 13C-RMN 
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DIPHOSPHATE: 1H-RMN 




DIPHOSPHATE: 31P-RMN 
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FIGURE 1 




Concentration en de produit 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 

SCHEMA DE SYNTHESE III 
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FIGURE 6 
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FIGURE 7 



SPECTRE DE MASSE-MONOPHOSPHATE (B) 
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FIGURE 8 

SPECTRE DE MASSE-DIPHOSPHATE (A) 
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FIGURE 9 



SPECTRE DE MASSE-DIPHOSPHATE (B) 
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FIGURE 10 

MONOPHOSPHATE: 13C-RMN 
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FIGURE 11 
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FIGURE 12 

MONOPHOSPHATE: 31P-RMN 
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FIGURE 13 
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FIGURE 14 



DIPHOSPHATE: 1H-RMN 
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FIGURE 15 



DIPHOSPHATE: 31P-RMN 




TRAITE D^bOPERATION EN MATIERE DE flWEVETS 

^ PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

OM III 


POUR SUITE notification de transmission du rapport de recherche intemationale 
(fomrtulaire PCT/IS A/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n° 

PCT/ IB 99/01170 


Date du depot international fyoL/r/mo/s/anneej 

23/06/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

30/06/1998 


Deposant 

OM PHARMA et al. 



Le present rapport de recherche internationafe, etabli par T administration chargee de (a recherche intemationale, est transmis au 
deposant conformement a ('article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche intemationale comprend g feuilles. 

[Y] )l est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



Base du rapport 

a. En ce qui conceme la tangue, la recherche intemationaie a ete effectuee sur la base de la demande intemationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

I I la recherche intemationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande intemationale remise a Tadministration. 

b. En ce qui conceme ies sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande intemationale (le cas echeant), 
la recherche intemationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

[ I contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

[ [ deposee avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

I I remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I La deciaralion, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de (a 
divulgation faite dans (a demande telle que deposee, a ete foumie. 

I I La declaration, selon laquelle Ies informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

pT] II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire t'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre U). 



4. En ce qui conceme le titre, 

PC] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I [ Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui conceme Tabrege, 

te texte est approuve tel qu'il a ete remis par te deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a radmtnistratton dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche intemationaie. 

8. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n** 



I I suggeree par le deposant. [X| Aucune des figures 

□ n'est a publier. 
parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

I [ parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/lSA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande intemationale 

PCT/IB 99/Q1170 



Cadr I Observations - lorsqu'il a ete estlme que c rtainesrev ndications ne p uvaient pas f aire I'obj td'unerech rche 
(suite du p int 1 de la pr mi' re feuille) 



Confomnement a rarticle 17.2)a), certaines reve ndications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants; 

1 . I I Les revendications n°® 

se rapportent a un ob^&i a Tegard duquel 1' administration n'est pas tenue de proceder 4 la recherche, a savoir: 



2- Pn Les revendications n°^ 9-19 (all in part) 

se rapportent a des parties de la demande intemationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative putsse etre effectuee, en paiticutier: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



□ 



Les revendications n**® 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de (a regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu*il y a absence d*unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de (a recherche intemationale a trouve plusieurs inventions dans ia demande intemationale, a savoir: 



1, 



□ Comme toutes les taxes additionnetles ont ete payees dans les delais par )e deposant, le present rapport de recherche 
intemationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



□ 



□ 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretatent ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe addrtionneite, ('administration n'a sotlicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans tes delais par le deposant, le present 
rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 



4. I Aucune taxe addrtionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

* ' de recherche intemationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n °® 



Remarque quant a la reserve [ [ Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposand 

j I Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/JSA/21 0 (suite de la premiere feuille (1)) (JuiHet 199fi) 



Demande internationale No. PCT/IB 99/01170 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 

Revendi cations nos.: 1-3, 9-19 (all in part) 



Les revendi cations 1-3 et 9-19 presentes ont trait a une tres grande 
variete de cornposes. En fait, les revendi cations contiennent tant 
d' options et de variables, tres parti el lement supportees par les 
exemples, que le nnnque de clarte au sens de 1 'Article 6 PCT qui s'en 
suit, est d'une importance telle qu'une recherche significative de 
I'objet des revendi cations devient impossible. Par consequent, la 
recherche a ete effectuee pour les parties de la demande qui apparaissent 
etre claires, c*est a dire les revendi cations 4-8 (composes cites 
normiement) . Une recherche limitee a ete effectuee sur les autres 
revendi cations, parti culierement limite en ce qui concerne la nature des 
groupes Rl et R2. 

L' attention du deposant est attiree sur le fait que les revendi cations, 
ou des parties de revendi cations, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement I'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par I'OEB 
agissant en qualite d'admini strati on chargee de I'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait I'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, i ndependamnent du fait que les revendi cations 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



RAPPORT DE R^^pRCHE INTERNATIONALE 



[PC 



ande Intemaltonale No 

PCT/IB 99/01170 



A. CLASSEMENT OE L'OBJET OE LA DEMANDE 

CIB 7 CO7C237/00 C07F9/09 A61K31/66 A61P37/02 



Selon ta classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la class tftcatiGn Rationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS UA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimal© consuKee (ay&t^mei de classification suivi des symboles de ctassement) 

CIB 7 C07C C07F A51K A61P 



Documentation consuKee autre que la docunnentation mtnimale dans la mesure ou ces documents retevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnas etectronique consuttee au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 


Identification des documents cites, avec, le cas 6cheant, findication des passages pertinents 


no. des revendications visees 


A 


WO 95 14026 A (OM LAB SA ; DEUTSCHE OM 
ARZNEIMITTEL GMBH (DE); DAVIES JOHN 
GWYNFOR) 26 mai 1995 (1995-05-26) 


4-8 


A 


EP 0 668 289 A (SUNTORY LTD) 
23 aout 1995 (1995-08-23) 


4-8 


A 


EP 0 224 260 A (TOHO YAKUHIN K06Y0 KK) 
3 juin 1987 (1987-06-03) 


4-8 


A 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. on, no. 069 (C-407), 

3 mars 1987 (1987-03-03) 

& JP 51 227586 A (DAI ICHI SEIYAKU CO 

LTD), 9 octobre 1986 (1986-10-09) 

abrege 

-/-- 


4-8 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



" Cat^ohes sp^iales de documents ctt^: 

'A' document d^finissant T^tat gdn^rat de (a technique, non 

oonsid^re comme particuterement pertinent 
'E* document anterieur, mats public k la date de d^pdt tntemational 

ou apr^ oette date 
'L' document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priority ou cit6 pour d^temiiner la date de publicatbn d'une 
autre citation ou pour une ratson speciale (telle qulndiqu^) 
'O* document se refdrant a une divulgaiian orate, i un usage, ^ 

une exposition ou tous autres moyens 
•p' document pub Be avant la date de d6pdt international, mais 
posteneurement h la date de priority revendtquee 



document ult^rieur publie apr^ la date de d^pdt tntemational ou la 
date de priority et n'appartenenant pas & f6iat de la 
technique pertinent, mais C(t6 pour comprendre te princ'fie 
ou la theorie constituant la base de Tinvention 

*X* document particuU^rsment pertinent; finven tion revend'iquee ne peut 
6tre oonsid6r6e comme nouvelle ou comme impliquant une aclivit6 
inventive par rapport au document eonstd^nd iwlement 

"Y" document particuli^rement pertinent; Tinven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impDquant une actMte inventive 
brsque le document est associe 4 un ou ptusieurs autres 
documents de n^me natijre, cette combtnaison etant evidente 
pour une personne du metier 
&* document qui fatt partie de la meme famQIe de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationale a ete effectivement achevee 

16 septembre 1999 


Date (/expedition du present rapjrort de recherche intemationate 

as. 


Nom et adresse postale de radmintstration chargee <fe la recherche intemationale 
Office European des Brevets, P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL - ZZBO HV Rijsw^ 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 6S1 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Janus, S 
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inde Intemationafe No 

PCT/IB 99/01170 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Cat^orie * 


Identification des documents ctt^s, avec,le cas ^cheant, I'indicattonde^ passages pertinents 


no. des revendications vtsees 


A 
A 


Un til 1 v*rM. MD J 1 f\nU IJ9 VUi. liU. Oj 


4-8 










Columbus, Ohio, US; 






abstract no. lQ9122h, 






MTVA1TMA \t PT Al < "1 iniri A ^nr^ rolAforl 






compounus aaaiii. 






page 0^:4, 












abrege 




A 


£ rUPM DUADM Rllll 
a Lrttn* rnMKn. DULL., 






vo 1 • no. 0, iyy/ , pages luoy-iuyj. 




A 

A 


LntnlLAL ADOlKMUlo, VO 1 . icD , no • iO, 


4-8 




D mai lyy/ iiyy/-ub-ubj 






Columbus, Ohio, US; 






abstract no. 238583n, 






MIYAJIMA, K- ti AL. : Lipid A and related 






compounds aXXI i . 






page 645; 






XPQQ20953/2 






abrege 




A 

A 


ff rUCM DUADM Dill I 

QL tntri. KnAKrl. DULL. , 




vol. 4d, no. ^, iyy/> pages oi^i-^cu. 




A 

A 


PUCMTrAI ADCTDAPTC */nl 19"3 nn "3 


4-8 




17 juiliet 1995 11995-0/-1/J 






Columbus, Ohio, US; 






abstract no. 33547v, 






SUHARA, Y. ET AL.: "Lipid A and related 






compounds XXIX." 






page 902; 






XP002095373 






abrege 


4-8 


A 


& CHEM. PHARM. BULL., 




vol. 42, no. 12, 1994, pages 2526-2531, 





Foimutatre PCT/lSA/210 (suits de ta daundme fttuSIe} (jutOet 1992] 



page 2 de 2 



IN]^NATIONAL SEARCH REPORT 

information on patent famity members 



temattonal Application No 

PCT/IB 99/0117G 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



AU 


700485 


B 


07-01-1999 


AU 


1219495 


A 


05-06-1995 


BR 


94G8071 


A 


24-12-1996 


CA 


2175375 


A 


26-05-1995 


CN 


1137799 


A 


11-12-1996 


CZ 


9601418 


A 


16-10-1996 


EP 


0729473 


A 


04-09-1996 


HU 


74738 


A 


28-02-1997 


JP 


9505071 


T 


20-05-1997 


PL 


314494 


A 


16-09-1996 


SK 


61396 


A 


06-11-1996 



WO 9514026 



26-05-1995 



EP 0668289 A 23-08-1995 JP 6206893 A 26-07-1994 

AU 679970 B 17-07-1997 

AU 6219694 A 27-03-1995 

US 5654289 A 05-08-1997 

CA 2148824 A 16-03-1995 

WO 9507285 A 16-03-1995 



EP 


0224260 A 


03-06-1987 


JP 


63030495 


A 


09-02-1988 








JP 


63044588 


A 


25-02-1988 








JP 


62129292 


A 


11-06-1987 








US 


4745742 


A 


24-05-1988 


JP 


61227586 A 


09-10-1986 


JP 


1856793 


C 


07-07-1994 








JP 


5069117 


B 


30-09-1993 
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